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RESUMO 
Atualmente a utilização de sistemas nanoestruturados, tais como, 
nanoemulsões têm mostrado eficiência quanto ao transporte de substâncias 
lipofílicas. Sabe-se que o óleo de babaçu (Orbignya phalerata Martius) é 
referenciado na literatura, devido aos benefícios e propriedades nutricionais 
(fonte de ácidos graxos da família ω-6 linoleico e ω-9 oléico, potencial 
antioxidante e outros). No entanto, os efeitos destas propriedades podem ser 
comprometidos em razão do mesmo ser consumido no seu estado bruto. 
Dessa forma, faz-se necessário buscar por alternativas ou mecanismos que 
possibilitem aumentar a funcionalidade destas propriedades quanto à 
administração via oral deste óleo como suplemento alimentar. Logo, no 
presente trabalho objetivou-se desenvolver e caracterizar nanoemulsões a 
base de óleo babaçu avaliando sua estabilidade (macroscópica e nanoscópica) 
e seu potencial antioxidante. O óleo vegetal de babaçu (BBS) utilizado nesta 
pesquisa consiste em um produto extraído artesanalmente a partir das 
amêndoas contidas no interior do fruto. É oriundo de três localidades distintas 
do estado do Maranhão: Caxias (CAX), Fortuna (FOR) e Santa Quitéria (SQT). 
As nanoemulsões de babaçu (NEBBS) foram produzidas a partir de diferentes 
proporções em massa p/p (óleo/tensoativo) e submetidas aos testes de 
estabilidade em períodos distintos. Os resultados obtidos demonstraram 
nanoemulsões com diâmetro hidrodinâmico (DH) inferior a 100 nm e índice de 
polidispersão (PDI) com médias abaixo de 0,4 indicando sistemas com baixa 
polidispersividade. O potencial hidrogeniônico (pH) das NEBBS mostrou 
características levemente ácidas a neutra, ou seja, com valores de pH 
compreendidos na faixa de 5,0 – 7,7. O potencial zeta ζ (PZ) indicou a natureza 
da carga das gotículas predominantemente positiva. Os resultados referentes 
ao ponto isoelétrico (PI) mostraram que em pH = 3,0 os valores dos potenciais 
ζ aproximavam para carga nula (0). Os testes de estabilidade acelerada, 
centrifugação, ciclo de resfriamento e aquecimento, mostraram diferenças entre 
os grupos, houve influência da temperatura na distribuição do diâmetro 
hidrodinâmico. As imagens obtidas por Microscopia Eletrônica de Transmissão 
(MET) mostraram gotículas no formato esféricas e uma frequência de tamanho 
de 27 nm. A análise do potencial antioxidante demonstrou efeito maior para o 
óleo nanoestruturado. Em conclusão, os resultados demonstraram que a 
composição e a proporção da fase dispersa foram decisivas para obtenção de 
uma nanoemulsão contendo óleo de babaçu macroscopicamente e 
nanoscopicamente estável. A avaliação do potencial antioxidante por 
Espectroscopia de Ressonância Paramagnética Eletrônica - EPR indicou maior 
efeito para o óleo nanoestrurado em comparação ao óleo no estado livre ou 
bruto. Uma vez que o óleo de babaçu é um produto consumido na alimentação, 
as nanoformulações produzidas podem ser promissoras para aplicação na 
indústria de alimentos antioxidantes.    
 
Palavras-chave: Nanotecnologia, nanoemulsões, óleo de babaçu, 
estabilidade, potencial antioxidante. 
  
ABSTRACT 
Currently the use of nanostructured systems, such as nanoemulsions have 
shown effectiveness for transport of lipophilic substances. It is known that the oil 
babassu (Orbignya phalerata Martius) is referenced in the literature, due to the 
benefits and nutritional properties (source of fatty acids of the ω-6 linoleic family 
and ω-9 oleic, antioxidant potential and others). However, the effects of these 
properties can be compromised due to it being consumed in their raw state. 
Thus, it is necessary to look for alternatives or mechanisms that enable 
increased functionality of these properties on the oral administration of this oil 
as a dietary supplement. Thus, the present study aimed to develop and 
characterize nanoemulsions oil-based babassu evaluating its stability 
(macroscopic and nanoscopic) and its antioxidant potential. Vegetable oil from 
babassu (BBS) used in this study consists of a handmade product extracted 
from almonds contained within the fruit. It is coming from three different 
locations in the state of Maranhão: Caxias (CAX), Fortuna (FOR) and Santa 
Quiteria (SQT). The nanoemulsions babassu (Nebbs) were produced from 
different mass ratios w / w (oil / surfactant) and subjected to stability tests at 
different times. The results showed nanoemulsions with hydrodynamic diameter 
(DH) of less than 100 nm and polydispersity index (PDI) with average below 0.4 
indicating systems with low polydispersity. The hydrogenic potential (pH) of 
Nebbs showed slightly acid to neutral, that is, at pH values comprised in the 
range from 5.0 to 7.7. The zeta potential ζ (PZ) indicated the nature of the 
burden of predominantly positive droplets. The results of the isoelectric point 
(PI) showed that at pH = 3.0 the values of ζ potential approaching to zero load 
(0). Accelerated stability tests, centrifugation, cooling and heating cycle showed 
differences between groups no influence on the temperature distribution of the 
hydrodynamic diameter. The images obtained by Transmission Electron 
Microscopy (TEM) showed spherical droplets in shape and 27 nm in size 
frequency. The analysis demonstrated greater antioxidant potential effect on the 
nanostructured oil. In conclusion, the results showed that the composition and 
the proportion of dispersed phase are decisive for obtaining a nanoemulsion 
containing oil and babassu nanoscopicamente macroscopically stable. The 
evaluation of the antioxidant potential by Electron Paramagnetic Resonance 
Spectroscopy - EPR indicated a greater effect on the nanoestrurado oil 
compared to the free oil or raw. Once babassu oil is a product consumed in the 
diet, produced nanoformulations may be promising for application in the food 
industry antioxidants. 
 
 
KEYWORDS: Nanotechnology, nanoemulsions, babassu oil, stability, 
antioxidant potential. 
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C4H6O6U: Acetato de uranila 
C5H8O2 : pentan-1,5-dial  
Cu: Cobre  
Cu2+: Íon Cobre estado de oxidação 2+ 
D: Constante de difusão 
dB: Decibel 
EtOH: Etanol  
Fe3+: Íon Ferro estado de oxidação 3+  
g.mol-1: gramas x mol a -1 
g/L: Unidade de concentração gramas 
por litro 
g: Fator de proporcionalidade 
G: Gauss 
g: Unidade de massa gramas  
GHz: gigahertz 
h: Constante de Planck 
H2O2: Peróxido de hidrogênio  
HCl: Ácido Cloridríco 
HClO: Ácido hipocloroso   
HNO2: Ácido nitroso  
HO•: Radical Hidroxila  
I: spin 
J/K: Unidade de energia joule por 
temperatura Kelvin  
kb: Constante de Boltzmann 
KHz: Quilohertz 
kt : Unidade de velocidade nó 
kV: Quilovolts  
m2/V.s.: Unidade de aceleração 
MeOH: Metanol  
 
 
 
mg/Kg: Miligrama por quilograma 
mT: Militesla 
mV: milivolts 
mW: Megawatt  
n: Viscosidade  
N2O: Óxido nitroso  
NaCl: Cloreto de Sódio  
NaOH:  Hidróxido de Sódio 
Ni: Níquel   
nm: nanômetros  
NO•: Óxido nítrico  
NO2: Grupo nitro 
NO2
−: Nitritos  
NO3
−: Nitratos  
O2: Oxigênio  
O2
•−: Superóxido  
ONOO−: Peroxinitritos 
Os: Ósmio 
OsO4: óxido de ósmio (VIII) 
P = 2γ/r: Forma simplificada da 
equação de Young-Laplace 
P: Pressão interna 
Pb: Chumbo   
r: Raio partícula esférica 
RO•: Alcoxila  
ROO•: Peroxila  
rpm: Rotação por minuto 
s: Segundo 
t : Tempo 
T: Temperatura (°C) 
U: Urânio 
v: Frequência 
W: Tungstênio 
β: constante de Bohr magneton 
γ: Energia livre interfacial  
∆G*: Energia livre Gibbs de ativação  
∆G: Variação da energia de Gibbs 
ζ: Zeta  
λ: Comprimento de onda da radiação 
incidente 
µ: Mobilidade eletroforética 
π: Pi  
πDP: Circunferência de uma partícula 
ω: Ômega 
β: Beta  
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1. INTRODUÇÃO 
 
Nas últimas décadas, está cada vez mais eminente o uso da 
nanotecnologia para produção de nanoformulações e/ou nanomateriais, os 
quais podem ter diversas aplicações, tais como; detectar doenças com alta 
sensibilidade, melhorar a eficiência de atuais sistemas de entrega de princípios 
ativos, dispersar substâncias hidrofóbicas em fases aquosas e aumentar a 
absorção pelo sistema gastrointestinal (GHOSH et al., 2013a).  
 
Existem diversos tipos de nanoestruturas, uma delas são as 
nanoemulsões, estas possuem ampla aplicabilidade, pois podem ser usadas 
como nanocarreadores de compostos bioativos lipofílicos, fármacos ou 
nutrientes. Entre as principais vantagens, tem-se a alta estabilidade cinética, 
melhora a biodisponibilidade de compostos ativos, aumenta a permeabilidade 
de substâncias com baixa solubilidade e apresenta baixa turbidez quando 
comparadas aos sistemas de emulsões convencionais (GHOSH et al., 2013a). 
 
Segundo Anton & Vandamme et al., (2011), nanoemulsões consistem 
em uma dispersão composta por uma fase oleosa (triglicerídeos ou 
hidrocarbonetos), tensoativo e uma fase aquosa (água ou água com adição de 
algum eletrólito) que apresenta gotas resistentes com diâmetro menor que 300 
nm. 
 
O pequeno tamanho de suas gotículas torna-se resistente a 
desestabilização física, devido ao movimento browniano existente entre as 
partículas, que contribui para superar forças de separação gravitacional, 
evitando assim a floculação e a coalescência. São resistentes também devido à 
estabilização estérica que é eficiente, em virtude dos tensoativos incorporados, 
os quais tendem a ter longas caudas hidrofóbicas na ordem de 2-10 nm 
(WOOSTER et al., 2008). Estes são incorporados para reduzir a tensão 
interfacial e com isso, assumem um papel importante na estabilização das 
nanoemulsões (ANTON & VANDAMME, 2009).  
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À medida que as nanoemulsões tornam-se instavéis (do ponto de vista 
termodinâmico) algumas propriedades tais como; Diâmetro Hidrodinâmico 
(DH), Índice de Polidispersão (PDI), Potencial Hidrogênionico (pH) podem 
sofrer variações em função da temperatura ou outros elementos 
termodinâmicos, portanto, a avaliação da estabilidade destes parâmetros tem 
sua importância, uma vez que sinaliza para o conhecimento de formulações 
estáveis e monodispersas (MCCLEMENTS, 2012a).  
 
Do ponto de vista cinético, as nanoemulsões são particularmente 
propensas a um crescimento no tamanho das partículas ao longo do tempo, 
decorrente da coalescência das gotículas de óleo dispersas, fenômeno este 
conhecido como amadurecimento de Ostwald (WOOSTER et al., 2008). Logo, 
a avaliação da estabilidade em função do tempo é importante para indicar em 
qual momento este fenômeno ocorre. 
 
Segundo Tamjidi et al., (2013) a absorção de extratos e moléculas de 
caráter lipofílico ou lipídios, como os óleos vegetais, podem ser otimizados 
quando associadas a nanocarreadores como as nanoemulsões. Atualmente, 
óleos oriundos da flora brasileira possibilitam a obtenção de variados produtos, 
os quais podem ser empregados desde a escala macro até a nanométrica. 
Alguns óleos vegetais in natura extraídos de sementes contêm quantidades de 
compostos bioativos (ácidos fenólicos, flavonóides, flavonóis e antocianinas) 
que apresentam atividade antioxidante (Apak et al., 2013), no presente estudo 
investigou-se o óleo de babaçu (Orbignya phalerata Martius). 
 
Na literatura, há descrições que o óleo extraído da espécie Orbignya 
phalerata Martius, contitui uma fonte natural de ácidos graxos de importância 
nutricional, como o ácido graxo linoleico (ω-6) (SANTOS et al., 2013; 
FERREIRA et al., 2012; D’ANTON REIPERT et al., 2011; ANVISA, 1999; 
VIANNI & BRAZ-FILHO, 1996). Possui ação antioxidante (Ferreira et al., 2011) 
e é bastante utilizado para fins alimentícios em muitas comunidades rurais do 
estado do Maranhão (Almeida, 2001) entre outras finalidades.  
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O óleo de babaçu é rico em triacilgliceróis e possui quantidades 
também de fosfolipídios, vitaminas, pigmentos, fitoesteróis e tocoferóis. Os 
fitoesteróis são componentes naturais fundamentais para as membranas 
celulares, ajudam a diminuir os níveis de colesterol LDL (Lipoproteínas de 
Baixa Densidade em inglês Low Density Lipoproteins) no sangue (considerado 
o "colesterol ruim"). E os tocoferóis são considerados a fase lipídica mais eficaz 
de antioxidantes naturais que desempenham um papel importante na 
sinalização celular, especialmente em relação à proteína quinase C e 
apresentam propriedades anti-inflamatórias (BARBOSA et al., 2012; WASULE 
et al., 2014). 
 
Entre os ácidos graxos majoritários presentes nas estruturas dos 
triacilgliceróis do óleo de babaçu destacam-se os ácidos graxos: Dodecanóico 
C12:0 (ácido laúrico), tetradecanoico C14:0 (ácido mirístico), cis-octadec-9-
enoico C18:1 (ácido oléico) e o cis,cis-9,12-octadecadienoico C18:2 (ácido 
linoleico) (SANTOS et al., 2013; MACHADO et al., 2006; D’ANTON REIPERT 
et al., 2011). 
 
Considerando-se a carência de estudos sobre a utilização do óleo de 
babaçu quanto a sua aplicação para a nanotecnologia de alimentos, faz-se 
necessário o desenvolvimento de pesquisas que demonstrem a possibilidade 
de produzir nanosistemas com ação antioxidante a partir da nanoestruturação 
do óleo de babaçu, uma vez que o mesmo constitui como fonte alimentar em 
muitas comunidades tradicionais do nordeste, especificamente situadas no 
estado do Maranhão. Dessa forma, investigar a nanoestruturação do óleo de 
babaçu e sua ação antioxidante propicia a obtenção de novos nanomateriais 
que podem ser empregados como suplementos na dieta e/ou alimentação 
humana.   
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2. JUSTIFICATIVA 
 
Atualmente, são poucos os estudos disponíveis nas plataformas 
nanotecnológicas que demonstrem os efeitos e/ou benefícios do óleo de 
babaçu (Orbignya phalerata Martius). Tendo em vista que este óleo concentra 
teores de ácidos graxos de importância nutricional e possui ação antioxidante, 
essas informações dão subsídios quanto sua aplicação na nanotecnologia de 
alimentos, pois o mesmo pode ser explorado quanto ao seu uso em 
suplementos nutricionais ou repositores energéticos. 
 
Um dos grandes desafios para a indústria de alimentos é o 
desenvolvimento de produtos estáveis que possa aumentar a capacidade de 
absorção e a eficácia de moléculas de baixa hidrossolubilidade, tais como, 
antioxidantes e/ou vitaminas lipossolúveis quando administradas pela via oral. 
Diante dessa realidade, torna-se imprescindível o desenvolvimento de 
pesquisas que visam buscar soluções para que alimentos e/ou moléculas 
lipossolúveis possam ser totalmente aproveitados pelo organismo humano. 
 
A nanoestruturação do óleo de babaçu pode favorecer para que este 
alimento possa ser facilmente absorvido, mais biodisponível, melhorar sua 
ação antioxidante e por fim ser totalmente aproveitado. Dessa forma, este 
estudo busca a obtenção de novas nanoformulações mais eficientes, seguras e 
estáveis que demonstrem melhorar a ação antioxidante do óleo de babaçu, 
contribuindo assim para um melhor consumo deste produto, portanto, justifica-
se a apresentação desta proposta de estudo.  
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3. OBJETIVOS 
 
3.1. Geral 
 
 Formular e caracterizar nanoemulsões, contendo extrato oleoso vegetal 
de babaçu Orbignya phalerata Martius. 
 
3.2. Específicos 
 Formular diferentes nanoemulsões (NE), contendo em sua composição 
óleo extraído do fruto Orbignya phalerata Martius, com adição de 
diferentes proporções de tensoativos;  
 Avaliar a estabilidade das propriedades coloidais das nanoemulsões de 
babaçu (NEBBS); 
 Determinar o Ponto Isoelétrico (PI) das NEBBS e submeter a ciclos de 
duas diferentes condições de temperatura;  
 Caracterizar a morfologia das NEBBS estáveis; 
 Avaliar a atividade antioxidante in vitro do óleo livre e da NEBBS estável; 
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4. REVISÃO DA LITERATURA 
CAPÍTULO I  
• Nanotecnologia - Aspectos Gerais e Regulamentação 
 
 
Durante a última década, o rápido progresso na área de nanociência 
despertou a comunidade científica na busca de novas aplicações tecnológicas 
correspondentes às nanotecnologias. O rápido crescimento nesta área 
estimulou a criação de redes de pesquisa a fim de pemitir e reunir diferentes 
pesquisadores no campo da nanotecnologia (BELLUCCI, 2008). 
 
Os nanomateriais podem ser preparados segundo uma abordagem 
bottom-up (“de baixo para cima”), construídos a partir de átomos ou moléculas 
individuais ou através do procedimento top-down (“de cima para baixo”), por 
meio da ruptura de uma porção maior do material em nanopartículas (NPs), 
com o uso de técnicas específicas para este procedimento (FERREIRA & 
RANGEL, 2009).  
 
A expressão ''nanopartículas (NPs)'' é comumente usada para 
descrever partículas que não apresentam dimensão preponderante, as quais 
são criadas a partir de processos físicos e/ou químicos com propriedades e 
características que normalmente não estão presentes na macro-escala 
(FERREIRA et al., 2013).   
 
Partículas com dimensões na escala nanométrica (exemplo 100 nm ou 
menor), podem apresentar uma área de superfície maior em relação ao 
volume, do que em microescalas mais convencionais. Isto permite que estas 
partículas se dissolvam mais rapidamente, o que é importante para certas 
moléculas que não são muito solúveis em água (EDWARDS, 2006).  
 
Conforme Ferreira & Rangel (2009), o termo nanotecnologia foi 
inicialmente introduzido pelo engenheiro japonês Norio Taniguchi, no qual 
ressaltava que a nanotecnologia consistia numa nova tecnologia que vai além 
do controle de materiais e da engenharia em microescala.  
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CAPÍTULO I.  Nanotecnologia - Aspectos Gerais e Regulamentação 
 
A nanotecnologia representa uma combinação única das áreas; 
matemática, física, química, biologia, informática e ciências dos materiais, que 
visam investigar e manipular a matéria na escala de nanômetros. Estruturas 
sub-micron modificadas são comparadas em tamanho a moléculas biológicas, 
isso tem sido reconhecido desde 1950 (BARKALINA et al., 2014).  
 
Foi na década de 50, com o físico americano Richard Feynman, numa 
conferência na Reunião da Sociedade Americana de Física, onde foi sugerido 
um conceito de nanotecnologia que atualmente é bastante utilizado, no qual diz 
que a nanotecnologia consiste na construção e na manipulação, átomo a 
átomo de objetos em escala nanométrica. A conferência de Feynman 
representou uma nova concepção em nanociência e nanotecnologia. Somente 
mais tarde, na década de 80, com a descoberta dos fulerenos, pelos químicos 
Harold Walter Kroto e Richard Errett Smalley e, posteriormente, a síntese dos 
nanotubos de carbono pelo físico japonês Sumio Iijima, os temas e/ou assuntos 
em nanociência e nanotecnologia, antes vistos como ficção, passaram a ser 
tratados com maior seriedade (FERREIRA & RANGEL, 2009). 
 
O rápido desenvolvimento da nanotecnologia aplicada só começou a 
partir de 1981 com a descoberta da técnica de Microscopia de Varredura por 
Tunelamento, pela empresa International Business Machines Corporation - IBM 
de Zurich, e alguns anos mais tarde, com a Microscopia de Força Atômica. 
Ambos os métodos permitem a visualização e manipulação da matéria em 
pequena escala com excepcional exatidão, onde desencadeou um crescimento 
exponencial na área de nanociência (BARKALINA et al., 2014). 
 
Até o ano 2000, a nanotecnologia foi universalmente reconhecida como 
um marco de inovação. Em resposta às aplicações práticas da nanotecnologia, 
muitos países introduziram cursos especializados em nanociência, como parte 
do ensino médio, graduação e pós-graduação. A nanotecnologia tem sido 
extensivamente introduzida também em aplicações biomédicas, incluindo 
detecção biológica, entrega de drogas e diagnóstico (BARKALINA et al., 2014).  
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Essa ação resultou na melhoria de métodos relacionados ao diagnóstico e fins 
terapêuticos (BARKALINA et al., 2014).  
 
Com a crescente complexidade tecnológica da nanotecnologia, são 
relatadas na literatura quatro gerações de nanotecnologia, segundo o tipo de 
produto gerado (FERREIRA et al., 2013): 
 
 Primeira geração ~ 2000: Nanoestruturas passivas (revestimentos 
nanoestruturados, nanopartículas, nanoemulsões, metais 
nanoestruturados, polímeros, cerâmicos, catalisadores, compósitos, 
displays). 
 
 Segunda geração ~ 2007: Nanoestruturas ativas (transistores, 
amplificadores, medicamentos direcionados e produtos químicos, 
atuadores, estruturas adaptativas, sensores, ensaios de diagnóstico, 
células de combustível, células solares, nanocompósitos de alto 
desempenho, cerâmica, metais, fabricação de elementos 
nanoeletrônicos e de sistemas de distribuição de medicamentos drug 
delivery e estruturas adaptativas). 
 
 Terceira geração ~ 2010: Nanosistemas e sistemas 3-D (várias 
técnicas de montagem, trabalho em rede e arquiteturas em 
nanoescala e novos materiais biomiméticos, novas terapias / entrega 
de drogas específicas). 
 
 Quarta geração ~ 2015: Nanosistemas moleculares (dispositivos 
moleculares, projetos atômicos). 
 
A porção reativa da partícula está na superfície, aumentando a área de 
superfície, aumenta a reatividade do material. Além disso, em nanoescala, 
tanto a física clássica como a física quântica podem dirigir o comportamento de 
uma partícula. A influência dos efeitos quânticos podem mudar propriedades  
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importantes do material, tais como; propriedades ópticas, magnéticas e 
elétricas (FERREIRA et al., 2013).   
 
Pela definição ISO TC 229 (2005), os materiais nanoestruturados 
apresentam uma ou mais de suas dimensões em nanoescala (tamanho 
nanométrico), ou seja, um bilionésimo do metro (1 nm = 1x10-9 m), com bordas 
e/ou interfaces definidas. Nessa escala de tamanho, os materiais apresentam 
novas propriedades, as quais não são observadas quando em tamanho micro 
ou macroscópico, por exemplo, a tolerância à temperatura, a variedade de 
cores, as alterações da reatividade química e a condutividade elétrica 
(FERREIRA & RANGEL, 2009). 
 
No entanto, não existe uma definição padrão para o termo 
"nanomaterial". A Food and Drug Administration (FDA) ainda não adotou uma 
regulamentação padrão para estes novos produtos, mas destaca dois pontos 
importantes os quais se devem considerar na hora de decidir se um produto 
contém nanomateriais ou não, ou se envolve a aplicação da nanotecnologia 
(DUVALL, 2012): 
 
1. Se o material ou produto final tem pelo menos uma dimensão na escala 
nanométrica; 
 
2. Se o material ou produto final apresenta propriedades ou fenômenos, 
incluindo as propriedades físicas, químicas ou efeitos biológicos, que 
são atribuíveis ao sua dimensão na escala nanométrica, considerando 
até um micrômetro. 
 
Muitos produtos baseados em nanotecnologia estão sob a autoridade 
da FDA, a qual desempenha um papel fundamental na garantia de que estes 
produtos são seguros. A FDA é responsável em proteger a saúde pública; 
conferindo-lhe segurança, eficácia de medicamentos, dispositivos médicos, 
produtos radioativos, cosméticos, alimentos e produtos relacionados. Também 
promove inovações médicas e tem como objetivo garantir que o público receba  
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informações precisas sobre medicamentos, alimentos e suplementos (DUVALL, 
2012).  
 
Em 2011, o escritório executivo do presidente Barack Obama reuniu 
um conjunto de princípios relacionados com a regulação e supervisão das 
tecnologias emergentes (nanotecnologia em particular) nos quais exigem a 
integridade científica, a participação do público, comunicação, consciência dos 
benefícios e custos, flexibilidade, avaliação de riscos, gestão e coordenação 
entre as agências, e à cooperação internacional, bem como detalhada 
orientação sobre a regulamentação das tecnologias emergentes (DUVALL, 
2012). 
 
No Brasil, as pesquisas relacionadas à nanotecnologia vêm sendo 
incentivadas pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e 
Tecnológico (CNPq) e Ministério da Ciência, Tecnologia e Inovação (MCTI) 
desde 2001, quando foram criadas 04 redes de pesquisa em nanociência e 
nanotecnologia, nas seguintes áreas: Materiais nanoestruturados, interfaces e 
nanotecnologia molecular, nanobiotecnologia e nanodispositivos 
semicondutores. E conta ainda com a Lei de Inovação, Lei nº 10.973 de 2004, 
que “estabelece medidas de incentivo à inovação e à pesquisa científica e 
tecnológica no ambiente produtivo, com vistas à capacitação, ao alcance da 
autonomia tecnológica e ao desenvolvimento industrial do País” (SANT’ANNA 
et al., 2013).  
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CAPÍTULO II  
• Nanotecnologia de Alimentos  
 
A tecnologia de alimentos tem a sua história a partir da técnica de 
pasteurização introduzida pelo químico francês Louis Pasteur em 1864. Esta 
técnica consistia no aquecimento e resfriamento simultâneo de certos 
alimentos e bebidas a uma temperatura acima de 60°C por um determinando 
tempo, depois a temperatura do alimento era bruscamente diminuída 
(CHELLARAM et al., 2014). 
 
Com isto, evitava-se a deterioração do alimento, consequentemente 
eliminava bactérias (1000 nm) presentes naquele meio. Esta técnica foi a 
primeira utilizada no processamento e melhoria da qualidade de alimentos. 
Mais tarde, com a descoberta do modelo da estrutura do DNA (cerca de 2,5 
nm) pelo biólogo James Dewey Watson, pelo físico Francis Harry Compton 
Crick e pelo fisiologista Maurice Wilkins, consolidou as aplicações da 
nanotecnologia em processos de biotecnologia, biomedicina, agrícola 
(alimentos) e de produção (CHELLARAM et al., 2014). 
 
O crescente interesse em nanotecnologia aplicada ao setor de 
alimentos é demonstrado por um número crescente de publicações científicas 
nesta área, conforme demonstrado na Figura 1 (ROSSI et al., 2014). As 
investigações na área de nanociência de alimentos resultam também em 
prospecção tecnológica o qual é verificado pelos depositos de patentes, alguns 
dos exemplos incluem: desenvolvimento de nanocápsulas para a entrega de 
biocompostos, nanotubos de carbono para aumentar a germinação de 
sementes e crescimento de plantas; desenvolvimento de nanoemulsões 
contendo vitaminas e outos ingredientes a fim de aumentar a estabilidade do 
ingrediente ativo etc. 
 
A patente US n° 20130064954 A1 (2013) descreve a produção de um 
aromatizante com composições naturais, obtido a partir da formulação de 
nanoemulsões e microemulsões, para ser utilizado em alimentos, bebidas, 
formulações farmacêuticas e cosméticos. Já a patente AU n°2011213719 A1  
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(2011) descreve composições de nanoemulsões, com a utilização de um óleo 
comestível para ser utilizada como conservante alimentar e permitir o 
carregamento de compostos bioativos. 
 
Os suplementos nutricionais com a combinação de nanotecnologia 
podem contribuir de forma eficiente para que certos componentes em 
nanoescala possam interagir facilmente em nível celular. Além disso, muitos 
‘nanoalimentos’ comerciais já estão disponíveis no mercado (CHELLARAM et 
al., 2014). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Estatísticas sobre o número de 
publicações por ano publicadas usando o 
banco de dados da literatura Scopus, 
com os descritores “nanotechnology” 
“nanotecnologia” e “food” “alimento” no 
título, resumo e palavras-chave. Fonte: 
ROSSI et al., (2014). 
 
O termo 'nanoalimentos' descreve produtos que foram produzidos, 
processados ou embalados usando técnicas ou instrumentos envolvendo 
nanotecnologia ou produtos nos quais foram adicionados nanomateriais. 
Atualmente, a comunidade científica busca formas de desenvolver sistemas 
capazes de produzir alimentos seguros e produtos de alta qualidade, bem 
como garantir a produção destes produtos de forma eficiente e sustentável 
para o meio ambiente. A nanotecnologia pode possivelmente melhorar os  
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processos de produção e fornecer produtos com melhores características e  
novas funcionalidades (NEETHIRAJAN & JAYAS, 2011; GREINER, 2009; 
DUVALL, 2012; CUSHEN et al., 2012; HANDFORD et al., 2015; DURÁN & 
MARCATO, 2013). 
 
A nanotecnologia tem potenciais aplicações (em todos os aspectos da 
cadeia alimentar) e ultimamente vem sendo explorada principalmente quanto à 
investigação de novos sistemas de entrega, conforme esquema disponível na 
Figura 2. As indústrias de alimentos estão sempre em busca de novos 
métodos para produzir e conservar alimentos e manter a qualidade nutricional, 
conforme as exigências dos consumidores (DASGUPTA et al., 2015; CUSHEN 
et al., 2012; NEETHIRAJAN & JAYAS, 2011). 
 
Figura 2.  Classificação de nanosistemas de entregas. Nanodelivery systems: 
Nanosistemas de entrega; Liquid: Liquido; Nanopolymersomes: Nanopolímeros; 
Nanoemulsions: Nanoemulsões; Emulsions: Emulsões; Stabilized emulsions: 
Emulsões estabilizadas; Nanoliposomes: Nanolipossomas; SLVs: Vesículas lamelares 
únicas, MLVs: Vesículas grandes multilamelares; Lipid nanoparticles: Nanopartículas 
lipídicas; Solid lipid nanoparticles: Nanopartículas lipídicas sólidas; Nanostructure 
lipid carrier: Transportador lípidico nanoestruturado; Polymeric nanoparticles: 
Nanopartículas poliméricas; Nanoencapsulates: Nanoencapsulados; Nanospheres: 
Nanoesferas; Nanocrystais: Nanocristais. Fonte: BOREL & SABLIOV (2014). 
 
 
Algumas substâncias como as vitaminas, antioxidantes, probióticos, 
prebióticos, péptidos, proteínas, carotenóides, ácidos graxos e outros (os quais 
podem ser consumidos individualmente) são incorporados em sistemas 
convencionais de entrega (Quadro 1). No entanto, dependendo do sistema que 
é utilizado, estas moléculas podem sofrer degradação e apresentar baixa  
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disponibilidade (DASGUPTA et al., 2015; CUSHEN et al., 2012; HANDFORD et 
al., 2015; DURÁN & MARCATO, 2013). 
 
Quadro 1. Substâncias e formas convencionais utilizadas de entrega. (Mudar no 
sumario  
Substâncias Formas de entrega 
 
Ácidos graxos ω-3 e estruturados 
lipídicos; 
Probióticos; 
Prebióticos; 
Fitoquímicos e extratos vegetais; 
Fibras e carboidratos; 
Carotenóides e antioxidantes; 
Aminoácidos, peptídeos e proteínas; 
Vitaminas; 
Minerais. 
 
Alimentos (sólido, semi-sólido); 
Bebidas (reconstituíveis em 
pó e líquido); 
Suplementos alimentar dietéticos (pó, 
comprimido, cápsula). 
Fonte: AUGUSTIN & SANGUANSRI (2015).   
 
Diante deste contexto, a nanociência de alimentos investiga novas 
formas de entrega capazes de incorporar estes ingredientes oriundos de 
matrizes alimentares os quais possam ser completamente absorvidos, sem que 
haja degradação dos mesmos (DASGUPTA et al., 2015; NEETHIRAJAN & 
JAYAS, 2011).  
 
Com isso, a nanotecnologia de alimentos é focada no desenvolvimento 
de nanosistemas de entrega de nutrientes ou outros ingredientes alimentares, 
nanoencapsulação de compostos bioativos, formulação de nanoemulsões para 
solubilizar ingredientes lipofílicos (exemplo os carotenóides, fitoesteróis e 
antioxidantes em água), embalagens inovadoras de alimentos, liberação 
controlada de nutrientes e outros (DASGUPTA et al., 2015; NEETHIRAJAN & 
JAYAS, 2011; DURÁN & MARCATO, 2013; CHELLARAM et al., 2014).  
 
As vantagens da nanotecnologia para produção de novos produtos 
alimentares são para diferentes fins;  
 
 Proteger contra a degradação de compostos bioativos durante a 
fabricação, distribuição e armazenamento, melhorando a sua estabilidade; 
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 Aumentar a biodisponibilidade de ingredientes fracamente solúveis em 
água (por exemplo, as vitaminas hidrofóbicas), melhorando assim seu 
valor nutricional;  
 Melhorar a atividade biológica de nutrientes e sua capacidade de ser 
transferidos através das membranas intestinais e no sangue; 
 Aumentar a vida de prateleira de alimentos, protegendo-o de 
oxidação;  
 Controlar a entrega de nutrientes contribuindo assim para a saúde 
humana, entre outros (DASGUPTA et al., 2015; NEETHIRAJAN & JAYAS, 
2011; CUSHEN et al., 2012; BIGLIARDI & GALATI, 2013; 
MIHINDUKULASURIYA & LIM, 2014).  
 
O uso de nanoemulsões é um exemplo de como a nanotecnologia 
pode ser aplicada a um processo já existente dentro da indústria de alimentos 
(CUSHEN et al., 2012). As empresas Nestlé, Unilever e outras, já estão 
desenvolvendo produtos alimentícios com nanotecnologia, estas já vêm 
utilizando nanoemulsões e nanopartículas para o desenvolvimento de produtos 
alimentares. Um exemplo são os sorvetes produzidos a partir de nanoemulsões 
(NEETHIRAJAN & JAYAS, 2011). 
 
À medida que o tamanho das gotículas de óleo numa emulsão é 
reduzido, mais difícil é a separação do óleo da emulsão. Logo, a 
nanotecnologia pode também desempenhar um papel fundamental no controle 
do tamanho de certas estruturas presente nos alimentos, uma vez que o 
tamanho pode interferir na funcionalidade destes (NEETHIRAJAN & JAYAS, 
2011; CUSHEN et al., 2012). 
 
O controle do tamanho das estruturas presentes nos alimentos para 
nanoescala originam partículas com uma área de superfície maior. Estas 
partículas menores melhoram a dispersão, distribuição e a estabilidade. 
Emulsões múltiplas (A/O/A) Água/Óleo/Água conseguem distribuir 
uniformemente moléculas lípidicas para obtenção de textura, sabor e proprie- 
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dades sensoriais desejáveis ao consumidor (NEETHIRAJAN & JAYAS, 2011). 
 
Em termos gerais, as atividades de investigação sobre as aplicações 
da nanotecnologia no setor de alimentos incluem; melhoria do sabor, cor, 
textura, consistência, aumento da absorção e biodisponibilidade de nutrientes e 
compostos bioativos, melhoria da qualidade, prazo de validade, segurança dos 
produtos alimentares, propriedades antimicrobianas, monitoramento da 
condição dos alimentos durante o transporte e armazenamento, líquidos em 
nanoescala com estruturas auto-organizadas que permitem a penetração de 
componentes saudáveis (tais como; vitaminas, minerais e fitoquímicos) que são 
insolúveis em água ou em gorduras, antioxidantes, espessantes e outros 
aditivos alimentares (GREINER, 2009; DUVALL, 2012; CHAUDHRY & 
CASTLE, 2011). 
 
O Projeto de inventário de Nanotecnologias Emergentes 
'Nanotecnologia baseada em Produtos de Consumo’, atualmente no mercado, 
identifica vários produtos que afirmam utilizar aditivos alimentares em 
nanoescala ou componentes em nanoescala. A Food and Drug Administration 
(FDA) vem analisando como se devem regular esses nanomateriais (DUVALL, 
2012). 
 
A FDA tem significativa autoridade legal para regulamentar e controlar 
aditivos alimentares na escala nanométrica no ambiente norte americano. De 
acordo com a Lei Federal Norte Americana de Alimentos, Medicamentos e 
Cosméticos (FFDCA), os fabricantes de novos aditivos alimentares devem 
obter a aprovação da FDA para a comercialização. Os nanomateriais artificiais 
com múltiplas funções devem passar por processos de caracterização a partir 
de orientações previamente estabelecidas pela FDA, haja vista que muitos 
nanoalimentos são claramente definidos como "aditivo alimentar" (DUVALL, 
2012). 
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No regulamento de novos alimentos do Parlamento Europeu e do 
Conselho da União Europeia CE n.º 258/97, alimentos considerados novos 
devem ser submetidos a uma avaliação de segurança antes de serem 
colocados no mercado (CUSHEN et al., 2012; FREWER et al., 2014). Os atuais 
marcos regulatórios já estão sendo aplicados na União Européia, Estados 
Unidos e Austrália (CHAUDHRY & CASTLE, 2011). 
 
Na Alemanha a nanotecnologia já é usada em alimentos e suplementos 
alimentares para produzir nano chá verde, melhorar a biodisponibilidade do 
selênio a partir das folhas de "canola", óleo de cozinha com fitoesteróis 
nanoencapsulados, nanovitaminas e coenzimas (COLES & FREWER, 2013). 
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Para Anton & Vandamme (2009) nanoemulsões consistem numa 
dispersão de líquidos imiscíveis, em que um dos líquidos é disperso no outro 
sob a forma nanométrica dimensionado em gotículas compreendidas de 20 a 
300 nm, os mesmos autores em uma publicação mais recente descrevem estes 
sistemas como pequenas gotículas de emulsão, comumente gotículas de óleo 
em água (O/A), apresentando tamanhos inferiores ~ 300 nm (ANTON & 
VANDAMME, 2011).  
 
McClements (2012a) descreve o conceito de nanoemulsão (O/A) como 
uma dispersão termodinamicamente instável consistindo de dois líquidos 
imiscíveis, com um dos líquidos sendo disperso em pequenas gotas esféricas 
(r<100 nm) em outro líquido. Já para os pesquisadores Solans et al.,  (2005) 
nanoemulsões são emulsões as quais apresentam o tamanho das gotículas de 
óleo numa escala nanométrica compreendida de 20 a 200 nm e tipicamente 
são referidas na literatura como miniemulsões.  
 
Em relação às propriedades sensoriais, as nanoemulsões geralmente 
apresentam aspecto transparente variando para um tom azulado, permitem o 
espalhamento ou dispersão da luz (efeito Tyndall) e podem ser diluídas com 
água sem alterar a distribuição de tamanho das gotas. Por meio do movimento 
Browniano evita a sedimentação ou formação de creme (cremeação) 
proporcionando assim um aumento da estabilidade física (FERNANDEZ et al., 
2004). 
 
Dependendo do método de produção de uma nanoemulsão, diferentes 
distribuições de tamanho de gotículas podem ser alcançadas (FERNANDEZ et 
al., 2004). As nanoemulsões podem ser formadas a partir de baixa ou alta 
demanda energética (SOLANS & SOLÉ, 2012).  Na literatura científica é 
possível encontrar diferentes métodos os quais são utilizados atualmente no 
desenvolvimento de uma nanoemulsão, entre os métodos classificados de 
baixa energia destacam-se: Emulsificação Espontânea (Spontaneous  
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Emulsification), Temperatura de Inversão de Fase – TIF (Phase Inversion 
Temperature – PIT) e Ponto de Inversão da Emulsão (Emulsion Inversion Point 
- EIP) (Figura 3) (FERNANDEZ et al., 2004; SHAFIQ-UN-NABI et al., 2007; 
ANTON & VANDAMME, 2009; MCCLEMENTS, 2012a).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Métodos utilizados na produção de nanoemulsões de 
baixa demanda energética. Oil phase: Fase oleosa; Oil: Óleo; 
Water: Água; Soluble Surfactant: Surfactante solúvel; Aqueous 
phase: Fase aquosa; Spontaneous Emulsification: 
Emulsificação Espontânea; Cool: Frio; Emulsion W/O: Emulsão 
água em óleo; Bicontinuous: Bicontínua; Emulsion O/W: 
Emulsão óleo em água; Phase Inversion Temperatura: 
Temperatura de Inversão de Fase; Emulsion Inversion Point: 
Ponto de Inversão da Emulsão. Fonte: Adaptado de McClements, 
(2012a).   
 
A Emulsificação Espontânea consiste no resultado de uma mistura de 
dois ou mais líquido-componentes (fase aquosa pura e uma fase oleosa 
composta por uma mistura de óleo e agente tensioativo) à temperatura 
ambiente com agitação leve (SHAFIQ-UN-NABI et al., 2007). Os líquidos 
inicialmente são termodinamicamente estáveis, no entanto, quando são 
misturados passam a um estado de não equilíbrio, resultando em um aumento  
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da área interfacial, favorecendo assim a um estado metaestável. Para obtenção 
das gotículas nanométricas por meio deste método é importante levar em 
consideração as condições experimentais no que diz respeito à proporção de 
óleo e inclusão de componentes adicionais (como exemplo, surfactantes, 
polímeros, macromoléculas e fármacos) (ANTON & VANDAMME, 2009; 
SHAFIQ-UN-NABI et al., 2007). 
 
O método conhecido como Temperatura de Inversão de Fase foi 
elaborado e descrito pelos pesquisadores Shinoda & Saito em 1969, onde os 
mesmos em uma publicação no períodico Journal of Colloid and Interface 
Science, descrevem o método pela primeira vez. Neste método é possível 
forçar uma transição a partir de uma emulsão água/óleo (A/O) a baixas 
temperaturas para óleo/água (O/A) a temperaturas mais elevadas.  
 
O sistema atravessa um ponto zero e tensão superficial mínima, 
promovendo a formação de gotículas de óleo finamente dispersas. Em vez da 
temperatura, outros parâmetros podem ser considerados também, tais como; 
concentração do sal (eletrólito) e pH (FERNANDEZ et al., 2004). Acima da 
temperatura de inversão de fase, o surfactante é totalmente solubilizado no 
óleo e, assim, a mistura sofre uma inversão de fase (ANTON & VANDAMME, 
2009). 
 
Ponto de Inversão da Emulsão – EIP, neste método é adicionado 
sucessivamente água em óleo, permitindo que uma transição no raio de 
curvatura do surfactante seja obtida, as gotas de água ficam distribuídas numa 
fase de óleo contínua. O aumento da fração/volume de água muda 
espontaneamente à curvatura do tensioativo e estabiliza inicialmente uma 
emulsão A/O e no locus da inversão para uma emulsão O/A. Este processo é 
bem comum quando se trabalha com surfactantes de cadeia curta que formam 
flexíveis monocamadas na interface óleo/água, o que resulta em uma 
microemulsão bicontínua no ponto de inversão (FERNANDEZ et al., 2004). 
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Já os métodos classificados de alta energia baseiam-se na utilização 
de dispositivos ou equipamentos mecânicos, capazes de fornecer energia 
suficiente para reduzir a tensão interfacial entre o óleo e água, possibilitando 
assim a geração de gotículas de óleo submicrônicas ou nanométricas. 
Atualmente, os equipamentos disponíveis os quais são utilizados para estes 
processos destacam-se os homogeneizadores de alta pressão, dispositivos 
ultra-sônicos, etc. (GHOSH et al., 2013a; ANTON & VANDAMME, 2011). 
 
A entrada de alta energia favorece a quebra das gotas em tamanho 
menores, desde que a pressão de Laplace (P= 2γ/r) seja superada. Além disso, 
um aumento no teor de tensoativo (surfactante) na interface reduz a pressão de 
Laplace, assim, quanto menor for o tamanho da gota, mais energia e/ou 
surfactante será necessário (GHOSH et al., 2013a). 
 
Conforme McClements (2012a), a contribuição da energia livre 
interfacial (tensão interfacial - γ) tem uma dependência mais complexa no 
tamanho das gotículas. À medida que o raio das gotículas diminui (a partir de 
1000 nm), há inicialmente um aumento na energia livre interfacial (γ). Para uma 
nanoemulsão, a energia de ativação (∆G*) da dispersão coloidal (em gotículas 
de água) é mais elevada do que a energia livre de fases separadas (óleo e 
água), o que significa que uma nanoemulsão é termodinamicamente instável 
Figura 4.  
 
A altura da barreira de energia determina a estabilidade cinética de 
uma nanoemulsão, visto que quanto maior a barreira de energia, mais tempo a 
nanoemulsão persistirá estável. Tipicamente, a barreira de energia deve ser 
>20kt para produzir nanoemulsões com boa estabilidade cinética em longo 
prazo. Esta altura pode ser influenciada principalmente por fenômenos físicos 
que impedem as gotículas de entrar em estreita proximidade, tais como; forças 
hidrodinâmicas, estérica, eletrostática e outras interações que operam entre as 
gotas (MCCLEMENTS, 2012a). 
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Figura 4. Representação esquemática termodinâmica 
da energia livre de ativação (∆G*) de um sistema 
nanoemulsionado. Nanoemulsion Formation: 
Formação nanoemulsão; Thermodynamically 
unstable: Termodinamicamente instável; Separated 
Phases: Fases separadas; Thermodynamically 
Stable: Termodinamicamente estável Fonte: 
Adaptado de McClements, (2012a). 
 
 
Há três tipos de nanoemulsões que podem ser formadas de acordo 
com a composição: 
 
 Nanoemulsões óleo em água (O/A): As gotículas de óleo ficam 
dispersas na solução aquosa (fase contínua); 
 Nanoemulsões água em óleo (A/O): As gotículas de água estão 
dispersas no óleo (neste caso, o óleo passa a ser a fase contínua); 
 Nanoemulsões Bi-contínua: Microdomínios de óleo e água são 
interdispersos dentro do sistema (MISHRA et al., 2014). 
 
A fase aquosa utilizada durante o preparo de uma nanoemulsão, 
consiste tipicamente em água ultra-pura ou destilada, contudo outras fases  
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aquosas podem ser utilizadas, tais como; um tampão ou uma solução 
eletrolítica. Alguns requisitos devem ser levados em consideração quanto à 
escolha da fase aquosa, tais como: Polaridade, tensão interfacial, índice de 
refração, reologia, densidade, comportamento de fase, pH e força iônica, uma 
vez que, a mesma pode influenciar quanto a qualidade, estabilidade e 
propriedades físico-químicas da nanoemulsão (MCCLEMENTS & RAO, 2011). 
 
A fase oleosa é composta por algum óleo (vegetal ou mineral), com 
adição de um tensoativo (agente emulsificante ou surfactante) ou ainda com a 
adição de um co-tensoativo (OLIVEIRA et al., 2004). Segundo a legislação 
vigente de aditivos alimentares, portaria de nº 540 de 1997 da Secretaria de 
Vigilância Sanitária do Ministério da Saúde (Brasil, 2015), tensoativo, 
surfactante ou emulsificante é uma substância que torna possível a formação 
ou a manutenção de uma mistura uniforme de duas ou mais fases imiscíveis. 
 
Os tensoativos são utilizados para manter uma dispersão uniforme de 
um líquido em outro, pois contribui para diminuir a tensão interfacial entre a 
fase aquosa e a oleosa. Após a homogeneização, a presença de uma camada 
de moléculas de tensoativos melhora a estabilidade em longo prazo das gotas 
de óleo através das interações repulsivas entre elas (repulsão estérica e/ou 
eletrostática). As moléculas de tensoativos não adsorvidas podem permanecer 
como monômeros ou micelas na fase aquosa, porém isso depende da 
concentração total do tensoativo utilizado (RAO & MCCLEMENTS, 2012; 
DEVARAJAN & RAVICHANDRAN, 2011; OLIVEIRA et al., 2004).  
 
É conveniente classificar as moléculas de tensoativos de acordo com 
as suas características elétricas em: iônico, não iônico e zwitteriônico ou 
anfótero (DEVARAJAN & RAVICHANDRAN, 2011; RAO & MCCLEMENTS, 
2012; MCCLEMENTS & RAO, 2011).  
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 Tensoativos Iônicos: Por apresentar carga na molécula são classificados 
em tensoativos catiônicos e tensoativos aniônicos. Os grupos não 
carregados interagem com as gotículas de óleo, enquanto que os grupos 
finais carregados interagem com a fase aquosa. Exemplos: brometo de 
cetil trimetil amônio (catiônico), dodecil sulfato de sódio (aniônico). 
 
 Tensoativos Não iônicos: São amplamente utilizados para formação de 
nanoemulsões devido à sua baixa toxicidade e capacidade de formar 
facilmente nanoemulsões. Tensoativos não iônicos não possuem carga 
na molécula. A maioria dos tensoativos de grau alimentício são não 
iônicos. O grupo lipofílico é composto geralmente pelos ácidos graxos 
esteárico, palmítico, oléico ou linoléico, ou pela combinação destes 
ácidos graxos. Já o grupo final hidrofílico é geralmente composto por 
grupos hidroxil ou carboxil, ou ainda por uma substância hidrossolúvel, 
por exemplo, cadeia polimérica hidrossolúvel.  
 
 Tensoativos Zwitteriônicos ou Anfóteros: Apresentam dois ou mais 
grupos ionizáveis de carga oposta na mesma molécula. Dependendo do 
pH da solução, eles podem apresentar carga negativa, positiva ou 
neutra (MCCLEMENTS & RAO, 2011).  
 
O cremophor EL (polietileno glicol [PEG] óleo de rícino-35) é um 
expemplo de tensoativo não iônico que tem a capacidade de aumentar a 
permeabilidade e absorção de medicamentos (Date et al., 2010) outros 
exemplos de tensoativos não iônicos incluem os polioxietileno ou ésteres, tais 
como; mono-oleato de sorbitano - Span 80 e Mono-oleato de polioxietileno 
sorbitano – Tween 80 (DEVARAJAN & RAVICHANDRAN, 2011; RAO & 
MCCLEMENTS, 2012). Os fosfolipídios é um exemplo notável de tensoativos 
zwitteriônicos e apresenta excelente biocompatibilidade (RAO & 
MCCLEMENTS, 2012).  
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A combinação destes, particularmente iônicos e não iônicos, pode ser 
eficaz para a formação de nanoemulsão (DEVARAJAN & RAVICHANDRAN, 
2011; RAO & MCCLEMENTS, 2012). Os tensoativos podem ser classificados 
ainda conforme seu EHL (Equilíbrio Hidrofílico-Lipofílico) numa escala de 0 
(maior caráter lipofílico) a 20 (maior caráter hidrofílico) (DEVARAJAN & 
RAVICHANDRAN, 2011; RAO & MCCLEMENTS, 2012; MCCLEMENTS & 
RAO, 2011).  
 
O EHL leva em conta a contribuição relativa dos fragmentos hidrofílicos 
e hidrofóbicos presentes na molécula do surfactante (EHL = 7 + Σ hidrofílicos - 
Σ hidrofóbicos). Tensoativos que apresentam valores baixos de EHL de 3 a 7 
favorece para a formação de nanoemulsões do tipo A/O, ao passo que 
tensoativos com elevado valor de EHL, entre 8 a 20 são indicados para 
formação de nanoemulsões do tipo O/A (DEVARAJAN & RAVICHANDRAN, 
2011; RAO & MCCLEMENTS, 2012).  Na Tabela 1 constam as principais 
características de alguns principais tensoativos utilizados para a produção de 
nanoemulsões. 
 
Quanto à instabilidade de uma nanoemulsão pode ocorrer devido a 
alguns fatores principais, incluindo; floculação, coalescência e maturação de 
Ostwald. Entre estes, o amadurecimento de Ostwald é o principal mecanismo 
de instabilidade, pois é o resultado do surgimento do fenômeno no qual gotas 
maiores tendem a crescer a partir de gotas menores (MISHRA et al., 2014). 
 
Em relação às aplicações, as nanoemulsões podem ser utilizadas 
como veículo de entrega por meio de várias rotas sistêmicas parenterais (ou 
injetável), entrega de agentes antimicrobianos, solubilização de pesticidas 
insolúveis em água, pode ser utilizada também como veículo em produtos 
cosméticos para a pele (GHOSH et al., 2013a; SOLANS et al., 2005). Substituir 
lipossomas ou vesículas carreadoras de compostos lipofílicos (BARRY, 2001; 
TADROS et al., 2004) administração de gorduras, hidratos de carbono, 
vitaminas, entrega de vacinas ou como transportadores de genes (SOLANS et 
al., 2005). 
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Tabela 1. Características de alguns principais agentes tensoativos utilizados para 
produção de nanoemulsões.  
Nome Químico Nome Comercial EHL* Classificação Fórmula 
Molecular 
Monolaurato de sorbitano Span 20® 8,6 Não iônico C18H34O6 
Monopalmitato de sorbitano Span 40® 6,7 Não iônico C22H42O6 
Monoestearato de sorbitano Span 60® 4,7 Não iônico C24H46O6 
Triestearato de sorbitano Span 65® 2,1 Não iônico C60H114O8 
Mono-oleato de sorbitano 
etoxilado 
Span 80® 4,3 Não iônico C24H44O6 
Sesquioleato de sorbitano Span 83® 3,7 Não iônico C66H126O16 
Trioleato de sorbitano Span 85® 1,8 Não iônico C60H108O8 
Sorbitano isoestearato  Span 120® 4,7 Não iônico C24H46O6 
Polissorbato 20 Tween 20® 16,7 Não iônico C18H34O6 
Monolaurato de 
polioxietileno sorbitano 
Tween 21® 13,3 Não iônico C26H50O10 
Polissorbato 40 Tween 40® 15,6 Não iônico C22H42O6.(C2H4O)n 
Polissorbato 60 Tween 60® 14,9 Não iônico C64H126O26 
Polissorbato 61 Tween 61® 9,6 Não iônico C24H46O6.(C2H4O)n 
Polioxietileno sorbitano 
triestearato 
Tween 65® 10,5 Não iônico C100H194O28 
Mono-oleato de 
polioxietileno sorbitano  
Tween 80® 
 
15,0 
 
Não iônico C24H44O6 
Mono-oleato de 
polioxietileno sorbitano 
Tween 81® 
 
10,0 
 
Não iônico C24H44O6 
Trioleato de polioxietileno 
sorbitano 
Tween® 85 11,0 Não iônico C60H108O8.(C2H4O)n 
Polietilenoglicol (35) de óleo 
de rícino 
Cremophor® EL ou 
Kolliphor® ELP 
14,0 Não iônico C47H94O19 
Polietileno glicol 400 
monoestearato 
DHAYTAN S400 11,6 Não iônico C26H52O6 
Monoestearato de 
polioxietileno 
Myrj 45 ® 
 
11,1 
 
Não iônico C34H70O9 
Diestearato de etilenoglicol DHAYKOL EGDS 1,0 Não iônico C38H74O4 
Sequioleato de sorbitano Arlacel® 3,7 Não iônico C66H126O16 
Trilaureth-4-fosfato Hostaphat® 14,0 Aniônico C54H105O4P 
Éter láurico de polioxietileno Bryj30® 9,7 Aniônico C58H118O24 
Dodecil sulfato de sódio 
(SDS) 
Crodalan AWS 40,0 Aniônico C12H25NaO4S 
Dodecil benzeno sulfonato 
de sódio (SDBS) 
Maranil® 10,6 Aniônico C18H29NaO3S 
Brometo de cetil trimetil 
amônio (CTAB) 
Cetrimida® 10,0 Catiônico C19H42BrN 
Brometo de dodecil trimetil 
amônio (DTAB) 
-- -- Catiônico C15H34BrN 
Hidrogenado Lecitina Lipoid S75-3® -- Anfótero C5H5ClN2 
* EHL: Equilíbrio Hidrofílico-Lipofílico; -- não encontrado. 
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As nanoemulsões tem uma parte interior lipófilica que é eficaz no 
transporte de substâncias hidrofóbicas no ambiente aquoso. Elas podem 
permitir a penetração profunda de ingredientes ativos imiscíveis em água, tais 
como; antioxidantes, retinol e lipídios; e aumentar a sua concentração efetiva 
nos tecidos alvo (NASIR, 2010). 
 
A indústria de alimentos estuda diferentes formas de incorporar 
nutrientes em nanoemulsões para criar novos produtos ou alimentos nutritivos. 
Os fabricantes estão usando nanoemulsões para produzir alimentos mais 
saborosos, com baixa caloria, baixo teor de gordura e ainda tentando melhorar 
a vida de prateleira de certos alimentos (NASIR, 2010).  
 
Na indústria de alimentos, geralmente é desejável preparar 
nanoemulsões utilizando óleos comestíveis na forma de triacilgliceróis (TAG) 
devido ao seu baixo custo, abundância e atributos funcionais e/ou nutricionais, 
por exemplo, são utilizados os óleos de: milho, soja, girassol, cártamo, oliva, 
linhaça, algas ou óleo de peixe. A maioria destes óleos apresentam 
principalmente triacilgliceróis de cadeia longa (TCL), no entanto, os 
triacilgliceróis de cadeia média (TCM) como óleo de babaçu também estão 
sendo utilizados em algumas aplicações alimentares (MCCLEMENTS & RAO, 
2011).  
 
Conforme Chiu et al., (2008) os ácidos graxos de cadeia longa são os 
mais encontrados na alimentação normal, enquanto que os de cadeia média, 
apesar de suas vantagens clínicas, compõem cerca de 3% da constituição 
lipídica de uma refeição. Os ácidos graxos dos triacilgliceróis de cadeia média 
(TCM) são absorvidos através da parede intestinal sem ressíntese dos 
triacilgliceróis nas células intestinais. Sofrem, predominantemente, β-oxidação 
e não são estocados nas células adiposas. Dessa forma, constituem uma boa 
fonte de energia para pacientes com insuficiência pancreática e má absorção 
lipídica. 
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• Métodos de Caracterização de Nanoemulsões 
 
A caracterização de nanoemulsões deve ser realizada por meio de 
técnicas macroscópicas e microscópicas (técnicas de caracterização física, 
química e técnicas de imagens) nos quais as mesmas são avaliadas do ponto 
de vista da estabilidade termodinâmica e cinética (KLANG et al., 2012; SILVA 
et al., 2012). 
 
As técnicas analíticas as quais podem ser utilizadas para a 
caracterização de nanoemulsões fornecem informações qualitativas e 
quantitativas, incluindo: tamanho, morforlogia, carga de superfície, informações 
pertinentes às mudanças dependentes do tempo da amostra e etc. (HANKIN et 
al., 2011). 
 
Para a escolha adequada destas técnicas, o analista deve levar em 
conta a precisão e exatidão do método, tipo de informação e a correlação e/ou 
complementariedade entre elas. Entre os principais métodos utilizados para a 
caracterização e ensaios de estabilidade de nanoemulsões destacam-se:  
 
1. Dispersão Dinâmica da Luz (DLS - Dynamic Light Scattering);  
2. Potencial Zeta ζ (PZ); 
3. Potencial Hidrogeniônico – pH; 
4. Centrifugação; 
5. Ensaios de estabilidade acelerada: Ciclos de aquecimento em estufa e 
resfriamento em refrigerador, estresse térmico; 
6. Microscopia Eletrônica de Transmissão – MET; 
7. E entre outros métodos, caso haja necessidade.  
 
 
A distribuição do tamanho das gotículas de óleo numa nanoemulsão 
pode ser determinada por qualquer técnica de espalhamento de luz ou de 
microscopia eletrônica (Brar & Verma, 2011), no entanto, conforme a norma 
internacional ISO 22412 (2008), o DLS tem sido defendido como um dos 
melhores métodos para prever uma estimativa do tamanho médio e amplitude 
da distribuição do tamanho das partículas, incluindo a estabilidade em função  
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do tempo de armazenamento. E é especialmente empregado para caracterizar 
em longo prazo a estabilidade de novas formulações (KLANG et al., 2012; 
FRYD & MASON, 2012).  
 
O DLS (Dynamic Light Scattering) ou espalhamento dinâmico da luz 
também conhecido como espectroscopia de correlação de fótons ou dispersão 
de luz quasi-elástica é uma técnica utilizada para a determinação do perfil de 
distribuição do tamanho (nm) que pode ser correlacionado em termos de 
número, volume e intensidade (Figura 5), além de fornecer ainda o índice de 
polidispersidade (PDI) (SILVA et al., 2012). 
 
O DLS mede o movimento Browniano das partículas permitindo o 
cálculo da média ponderada do raio hidrodinâmico (RH) ou do diâmetro 
hidrodinâmico (DH) das partículas (com base na teoria do Movimento 
Browniano de Stokes-Einstein), proporcionando uma rápida e adequada 
avaliação do RH ou DH de gotículas de nanoemulsões, e é muitas vezes 
utilizado para avaliar a estabilidade de dispersões coloidais, proteínas e 
polímeros (SILVA et al., 2012; KLANG et al., 2012). 
 
As partículas em suspensão estão em constante movimento aleatório 
(Movimento Browniano) devido à interação com as moléculas 
do fluído e/ou suspensão.  De acordo com a teoria do Movimento Browniano de 
Stokes-Einstein, é possível determinar o tamanho do raio hidrodinâmico de 
uma partícula em movimento por meio da equação abaixo (BRAR & VERMA, 
2011):  
D = kbT / 6πnr 
Onde:  
 
D = Constante de difusão;  
kb = Constante de Boltzmann (1,3806503x 10
-23 J/K); 
T = Temperatura absoluta em Kelvin (K) 
π = 3,1415 
n = Viscosidade  
r = Raio da partícula esférica 
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Figura 5.  Mensuração da distribuição do tamanho (nm) 
das partículas em DLS: (A) número, distribuição 
monomodal; (B) volume, partículas bimodais e (C) 
intensidade, distribuição bimodal. Fonte: Adaptação de 
BALL, (2015).  
 
 
O princípio da técnica de dispersão de luz pode ser dividido ainda em 
três domínios baseados em um parâmetro adimensional do tamanho, definido 
conforme equação: 
α = πDP / λ 
 
Onde: 
πDP = Circunferência de uma partícula; 
λ = Comprimento de onda da radiação incidente.  
 
Com base no valor de α, estes domínios são os seguintes: 
 
α « 1: Espalhamento Rayleigh (partículas pequenas em comparação com 
comprimento de onda da luz); 
A 
C 
B 
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α ≈ 1: Espalhamento Rayleigh (partículas do mesmo tamanho em comparação 
com comprimento de onda da luz);  
 
α » 1: Dispersão geométrica (partículas maiores em comparação com 
comprimento de onda da luz). 
 
Nesse contexto, o DLS é uma técnica não invasiva utilizada 
rotineiramente para a análise de partículas dispersas em soluções coloidais 
(BRAR & VERMA, 2011). As medições são realizadas em um 
espectrofotômetro de dispersão de luz dinâmica (conhecido no mercado como 
Zetasizer), que utiliza um laser de hélio ou néon com comprimento de onda de 
632 nm, ângulo de 90°, comumente as medições são realizadas a 25 °C. O 
processamento de dados é realizado em um computador acoplado ao 
instrumento (DEVARAJAN & RAVICHANDRAN, 2011; BHOSALE et al., 2014; 
MISHRA et al., 2014; SILVA et al., 2012). 
 
As amostras devem ser diluídas antes da medição em DLS, isso se faz 
necessário para garantir a transparência suficiente da amostra, para assim, 
facilitar uma determinação mais precisa do tamanho das gotículas (KLANG et 
al., 2012; ANTON & VANDAMME, 2011). No caso de nanoemulsões, tal 
diluição não exerce influência sobre a distribuição de tamanho das gotículas 
(ANTON & VANDAMME, 2011). 
 
O DLS apresenta certas limitações, é restrito a baixas concentrações 
de partículas; é sensível à presença de agregados (geralmente oriundos de 
agentes tensoativos, vesículas lipossómicas ou estruturas lamelares); a forma 
das nanopartículas é analisada do ponto de vista como uma esfera para o 
cálculo do raio hidrodinâmico o que nem sempre é o caso, dessa forma, os 
resultados podem não ser totalmente representativos (KLANG et al., 2012; 
BRAR & VERMA, 2011). 
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O potencial zeta ζ (PZ) é um termo científico para o potencial 
eletrocinético de sistemas coloidais que tem um efeito importante sobre várias 
propriedades em nanosistemas de entrega. Este termo, expressa a diferença 
de potencial entre o meio de dispersão e a fase estacionária do fluído ligado à 
partícula dispersa. Assim, o potencial zeta pode ser definido como um valor 
eletrocinético ou potencial elétrico no plano hidrodinâmico de cisalhamento 
associado à magnitude da carga superficial, sua unidade é o milivolt (mV) 
Figura 6 (HONARY & ZAHIR, 2013; SILVA et al., 2012; KASZUBA et al., 
2010).  
 
As técnicas convencionais para medição do potencial zeta em uma 
dispersão é realizada por meio da aplicação de um campo elétrico em toda a 
dispersão. As partículas carregadas (+) e (-) dentro da dispersão, migram para 
o eletrodo de carga oposta com uma velocidade proporcional à magnitude do 
potencial zeta. Sua velocidade é medida pela técnica Laser Doppler e é 
expressa como mobilidade eletroforética (µ) em m2/V.s. (HONARY & ZAHIR, 
2013; KASZUBA et al., 2010). 
 
Existem algumas técnicas experimentais, as quais são usadas: A 
microeletroforese adequada para caracterizar amostras com boa mobilidade 
eletroforética (µ), e o espalhamento de luz eletroforética, indicado para medir a 
mobilidade eletroforética (µ) de partículas numa dispersão e/ou solução, esta 
mobilidade é convertida em PZ usando a teoria de Smoluchowski ou Huckel. É 
indicado ainda para amostras que apresentam baixa mobilidade (µ) e para 
amostras que são difíceis a mensuração do PZ por meio das técnicas 
convencionais. Ambos os métodos, em alguns casos, requerem a diluição da 
amostra. A última técnica pode ser usada também para caracterizar partículas 
muito pequenas (geralmente entre 0,3 nm a 10 µm) (HONARY & ZAHIR, 2013; 
KASZUBA et al., 2010). 
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A         B 
 
Figura 6. Representação esquemática do Potencial Zeta de um colóide. (A) Colóide 
negativo e sua atmosfera carregada positivamente (B) Medição do potencial zeta no 
plano hidrodinâmico de cisalhamento. A camada difusa pode ser vista como uma 
atmosfera carregada em torno do colóide ou partícula. Fonte: Adaptação de Kaszuba 
et al., (2010); Zeta-Meter Inc (2015).  
 
 
O valor do potencial zeta pode ser relacionado com a estabilidade de 
dispersões coloidais, indicando o grau de repulsão entre partículas adjacentes. 
Para moléculas e partículas, um elevado potencial zeta no sentido positivo 
(superior a +30 mV) e potenciais inferiores a -30 mV conferirá estabilidade, ou 
seja, a solução ou a dispersão irá resistir à agregação. Já quando o potencial 
zeta é inferior a +30 mV e superior a -30 mV, a atração excede a repulsão e a 
dispersão tem mais chances de flocular (SILVA et al., 2012). 
 
Praticamente, o potencial zeta ζ é a melhor representação das 
características elétricas de uma gota, porque inerentemente contribui para a 
adsorção de contra-íons. Instrumentos analíticos baseados em eletroforese de 
partículas e eletroacústica são amplamente utilizados para medir o potential ζ 
de gotículas em nanoemulsões (HONARY & ZAHIR, 2013). O potencial zeta 
também pode ser influenciado por alguns fatores, tais como; agentes 
tensoativos, concentração eletrolítica (força iônica), morfologia da partícula, 
tamanho, pH da solução e estado de hidratação (SILVA et al., 2012). 
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O potencial hidrogeniônico (pH) de uma nanoemulsão pode ser medido 
diretamente por meio de um pHmetro (JAISWAL et al., 2014). A caracterização 
deste parâmetro é importante, uma vez que, pode ter relação sobre o potencial 
zeta a partir de dados relacionados ao ponto isoelétrico (HONARY & ZAHIR, 
2013). 
 
Para He et al., (2011) a medição do pH de uma nanoemulsão também 
exerce influência em relação ao índice de polidispersividade (PDI), em seu 
estudo eles observaram que quando as nanoemulsões apresentavam valores 
de pH de 07 a 10, o PDI foi inferior a 0,3, indicando assim uma boa 
monodispersividade das nanoemulsões. Os autores ressaltam ainda que o pH 
exerce uma grande influência para a estabilidade de nanoemulsões. 
 
Para verificar possíveis sinais de coalescência e/ou separações de 
fases em nanoemulsões, é comum a utilização de técnicas envolvendo a 
centrifugação com velocidades de rotação conforme a necessidade 
(MCCLEMENTS & RAO, 2011). A coalescência das gotículas de óleos ocorre 
devido à tensão superficial e as atrações intermoleculares, isso pode ser 
reduzido com a adição adequada de tensoativos (MISHRA et al., 2014). 
 
Já de acordo com Jaiswal et al., (2014) uma separação de fase ocorre 
devido alguns fatores: Adição de um tensoativo de natureza oposta, 
decomposição ou precipitação do tensoativo, adição de algum solvente na fase 
oleosa ou aquosa, o qual em uma destas fases não é miscível, temperatura 
elevada, presença de micro-organismos, entre outros. 
 
Nos estudos de estabilidade termodinâmica para nanoemulsões, as 
mesmas, devem ser centrifugadas, a priore a baixas rotações, geralmente a 
3500 rpm e  observadas se apresentam algum sinal de separação de fase. As 
que não apresentam qualquer separação de fase devem ser submetidas para 
outros testes de estabilidade, tais como; estresse térmico ou ciclo de 
congelamento e descongelamento (MISHRA et al., 2014). 
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A estabilidade física de nanoemulsões deve ser avaliada em condições 
de armazenamento diferentes (geralmente a 4°, 25° e 40 °C) durante 03, 06, 09 
ou 12 meses. Nanoemulsões recém-formuladas devem ser submetidas a várias 
condições de estresse por um determinado período e a distribuição de tamanho 
das gotículas durante esse tempo deve ser avaliada. Estas condições incluem 
no submetimento das nanoemulsões a ciclos de: Congelamento (-21°C) e 
descongelamento (25 °C), resfriamento (4°C) e aquecimento (45°C) mantidas 
nas mesmas condições de trabalho no laboratório (DEVARAJAN & 
RAVICHANDRAN, 2011; MISHRA et al., 2014). 
 
O Microscópio Eletrônico de Transmissão - MET é uma ferramenta 
essencial para a caracterização de sistemas de distribuição de drogas e/ou 
fármaco de natureza cada vez mais complexa. É possível obter informações 
sobre a morfologia dos seguintes sistemas; Nanoemulsões, lipossomas, 
nanopartículas lípidicas, microemulsões, cristais líquidos e outros (KLANG et 
al., 2013). 
 
No contexto com nanoemulsões, as aplicações do MET além da 
observação da morfologia e tamanho das gotículas, a técnica permite ainda 
uma observação mais minuciosa de possíveis fenômenos de desestabilização, 
tais como; coalescência, amadurecimento de Ostwald, monitorização de 
transições de fase, presença de agregados, gotículas maiores ou cristais de 
fármacos não dissolvidos. O MET constitui um método útil para examinar a 
estrutura de nanoemulsões, pois é possível observar a moforlogia de 
partículas, indicando a presença de gotículas em tamanho na escala 
nanométrica (KLANG et al., 2012; SILVA et al., 2012). 
 
As observações são realizadas a partir de uma gota da nanoemulsão 
que é depositada diretamente sobre uma tela revestida de um filme orgânico 
(polímero), geralmente Formvar (polivinil formol) e contrastada com acetato de 
uranila (C4H6O6U) ou outro agente de constrate (BHOSALE et al., 2014).  
 
 
36 
 
CAPÍTULO IV. Métodos de Caracterização de Nanoemulsões 
 
As informações que são transmitidas são frequentemente limitadas a 
uma área muito restrita da nanoemulsão, onde na área investigada as gotículas 
de óleo podem aparecer intactas. Neste caso, nenhuma informação é obtida 
quanto à polidispersividade ou a presença de adicionais estruturas dentro da 
amostra (KLANG et al., 2012). 
 
A natureza do óleo não é decisiva para a qualidade das imagens MET 
de nanoemulsões, porém é importante a eficácia do tensoativo utilizado para 
estabilizar as gotículas de óleo e uma coloração adequada para obtenção de 
um contraste favorável, logo, o tipo e quantidade de solução de coloração entre 
outros parâmetros, devem ser otimizados antes da respectiva análise (KLANG 
et al., 2012).  
 
O MET pode ser utilizado para comparar o diâmetro hidrodinâmico 
(DH) determinado pela técnica DLS e a obtenção de uma imagem geral da 
estrutura das gotículas presentes numa nanoemulsão (Silva et al., 2012), pois é 
frequentemente usado para obtenção de imagens referente à morfologia e 
estrutura de superfície de um dado material, nanomaterial ou um fármaco e 
pode ser combinado com sistemas eletrônicos de varredura e microscopia de 
força atômica – MFA (KUNTSCHEA et al., 2011; FRYD & MASON, 2012). 
 
Microscópios eletrônicos de transmissão são instrumentos análogos 
aos convencionais microscópios ópticos. No MET, a amostra é iluminada por 
um feixe de elétrons. Os elétrons são liberados a partir do aquecimento de um 
cátodo, neste caso de Tungstênio (W) e são acelerados devido a uma 
diferença de potencial com um ânodo, possuem um comprimento de onda (λ) 
controlado através da variação dos campos magnéticos de fluxo variáveis, 
produzidos por lentes eletromagnéticas (KLANG et al., 2012; KUNTSCHEA et 
al., 2011; KLANG et al., 2013). 
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Na parte superior do microscópio Figura 7, há uma coluna ou canhão 
de elétrons, comumente equipado com um filamento de Tungstênio (W) e um 
sistema de lentes eletromagnéticas ou bobinas que disparam uniformemente 
feixe de elétrons sobre a amostra contida numa tela fluorescente, o feixe de 
elétrons carrega informações sobre a estrutura, com essas informações, são 
geradas as "imagens" (KLANG et al., 2012; KUNTSCHEA et al., 2011; KLANG 
et al., 2013). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Microscópio Eletrônico de Transmissão – MET Fonte: Laboratório de 
Microscopia do Departamento de Biologia Celular da Universidade de Brasília – 
UnB.  
 
 
Em MET a resolução (Å) consiste em 3Å e é diretamente proporcional 
à voltagem de aceleração dos elétrons, a faixa de tensão de aceleração (kV) é 
de 50 a 1000 kV e a faixa útil de aumento é compreendida de 1000 a 30000. 
Investigações MET de sistemas coloidais e sistemas veiculares de fármacos, 
voltagens entre 80 e 200 kV são geralmente empregadas. Com um aumento da 
voltagem, o feixe de elétrons possui maior poder de penetração e forma 
imagens com maior profundidade de campo (Profundidade de foco com 1000 
X) (KLANG et al., 2012; KUNTSCHEA et al., 2011; KLANG et al., 2013). 
 
38 
 
CAPÍTULO IV. Métodos de Caracterização de Nanoemulsões 
 
 
A alta resolução é obtida devido ao comprimento de onda dos elétrons, 
cerca de 100.000 vezes menor do que os fótons de luz visível gerando assim 
uma melhor resolução e obtenção de imagens abaixo de 10 µm, com isso 
pequenas estruturas e detalhes podem ser visualizados (KLANG et al., 2012; 
KUNTSCHEA et al., 2011; KLANG et al., 2013). 
 
A preparação da amostra para o MET deve ser feita cuidadosamente 
para assim facilitar a obtenção da imagem real da morfologia, dessa forma, 
dependendo do tipo de material os procedimentos iniciais geralmente 
consistem em diluição da amostra, adição de um agente de constrate e 
secagem (KUNTSCHEA et al., 2011). 
 
Após a diluição, uma quantidade da amostra é colocada numa tela 
apropriada para o MET, estas telas são de tamanho definido, formato 
arredondado e podem ser de Níquel (Ni), Cobre (Cu) e Ouro (Au), essas são 
fixadas com glutaraldeído (pentan-1,5-dial C5H8O2 ) ou óxido de ósmio (VIII) 
OsO4, e coradas com um agente de constraste a base de Urânio (U), Chumbo 
(Pb) ou Ósmio (Os). Esses agentes de constraste consistem numa solução 
contendo sais dos respectivos metais mencionados anteriormente, os quais 
interagem fortemente com os elétrons e são frequentemente usados para 
melhorar a contrastação (KUNTSCHEA et al., 2011). 
 
Como exemplos desses agentes de constrate têm-se o acetato de 
uranila (C4H6O6U), citrato de chumbo (C12H10O14Pb3) e tetróxido de ósmio 
(VIII). No entanto, na escolha e ao manusear estes agentes, algumas 
informações a respeito destes devem ser levadas em condideração (Tabela 2) 
(KUNTSCHEA et al., 2011). 
 
A etapa de processamento ou contrastação consiste em aumentar as 
diferenças entre estruturas elétron-lúcidas e elétron-densas, fazendo com que 
a imagem ganhe contraste, dessa forma o contraste da imagem em MET é 
obtido pela interação dos elétrons com o material. Os agentes de contraste  
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além de fixadores atuam como “corantes eletrônicos”, pois os mesmos são 
capazes de absorver elétrons ou dispersar parte do feixe de elétrons 
(KUNTSCHEA et al., 2011; KLANG et al., 2012). 
 
Tabela 2. Informações peculiares dos principais agentes de constrate usados em 
microscopia eletrônica de transmissão. 
Agente de constrate: Acetato de uranila 
Grupo: Orgânico 
Solubilidade em H2O: 92 g/L 
Dose Letal Oral/Ratos: 400 mg/Kg 
Coloração: Componentes celulares, especialmente ácidos nucléicos e outros materiais. 
Tipo de constratação Negativaa e Positivab 
Incompatibilidade: Materiais fortemente oxidantes. 
Riscos Específicos: Tóxico, Substância Radioativa 
Agente de constrate: Citrato de chumbo 
Grupo: Orgânico 
Solubilidade em H2O: Solúvel em água g/L 
Dose Letal Oral/Ratos: --- 
Coloração: Componentes celulares 
Tipo de constratação: Negativaa e Positivab 
Incompatibilidade: Ácidos e materiais oxidantes 
Riscos Específicos: Substância carcinogênica, mutagênica, teratogênica. 
Agente de constrate: Tetróxido de ósmio (VIII) 
Grupo: Inorgânico 
Solubilidade em H2O: 5,7g /100g g/L 
Dose Letal Oral/Ratos: 162 mg/Kg 
Coloração: Lipídios especificamente ácidos graxos insaturados, fosfolipídios constituintes 
da membrana citoplasmáticas, córnea humana, copolímeros, materiais 
inorgânicos. 
Incompatibilidade: Ácido clorídrico e materiais orgânicos que se oxidam facilmente. 
Riscos Específicos: Tóxico 
a Coloração negativa ocorre quando os metais utilizados presentes nos corantes são depositados em volta 
da espécimen ou nanopartícula. bNa coloração positiva o metal deposita-se diretamente sobre a 
espécimen ou nanopartículas (BALDANI et al., 1998).  --- não encontrado. Fonte: INTRALAB, (2015). 
 
As imagens são formadas pelo feixe de elétrons que é projetado na 
amostra e conforme a capacidade que este tem para atravessar a amostra, 
assim são obtidas imagens elétron-lúcidas e elétron-densas, quando o feixe de 
elétrons atravessa facilmente na amostra, a imagem torna-se cinza claro e são 
denominadas imagens elétron-lúcidas, já amostras que oferecem maior 
resistência à passagem do feixe de elétrons a imagem torna-se cinza escuro e 
são denominadas imagens elétron-densas (KUNTSCHEA et al., 2011; KLANG 
et al., 2012).  
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A espessura da amostra em MET é geralmente limitada a nanômetros 
para permitir a formação adequada da imagem (KLANG et al., 2013). Depois 
da etapa de contrastação, as amostras passam por um processo de secagem e 
após a secagem, a amostra é visualizada no microscópio eletrônico onde as 
gotículas parecem mais claras contra o fundo mais escuro da tela. Tanto a 
coloração quanto a secagem podem resultar em alterações estruturais das 
gotículas, essas informações devem ser levadas em consideração na hora da 
interpretação das imagens (KUNTSCHEA et al., 2011). 
 
A principal limitação da microscopia eletrônica de transmissão é o risco 
de danos causados pelos feixes de elétrons, ou seja, pela interação dos 
elétrons com a amostra. Os elétrons podem ionizar a amostra, o que resulta na 
quebra de ligações atômicas, geração de radicais de livres e degradação de 
estruturas cristalinas. A geração de radicais livres e a perda de massa podem 
causar danos físicos à amostra. No entanto, a extensão destes danos depende 
da dose de elétrons e o tipo de amostra que está sendo analisada (KLANG et 
al., 2013).  
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• Babaçu (Orbignya phalerata Martius) generalidades, 
importância e aplicações  
 
O babaçu (Orbignya phalerata Martius) é uma palmeira oleaginosa que 
foi descrita pela primeira vez em 1823 pelo botânico naturalista Martius. O 
gênero Orbignya conta com as espécies Orbignya oleífera, Orbignya speciosa, 
Orbignya martiana, Orbignya phalerata, Orbignya eichleri, Orbignya teixeirana, 
Orbignya microcarpa, Orbignya agrestis, pertencentes à família Arecaceae 
(Palmae). Além da Orbignya têm-se ainda a Scheelea e a Attalea. A 
classificação geral é dada pelo reino Plantae, divisão Magnoliophyta, classe 
Liliopsida, ordem Arecales, família Arecaceae, gênero Orbignya e espécie 
phalerata (TEIXEIRA, 2008; REIPERT et al., 2011; LÓPEZ et al., 2013; 
VINHAL et al., 2014).  
 
É uma palmeira nativa da América Central e América do Sul, 
encontrada especificamente no Brasil, Bolívia, Colômbia, México, Peru e 
Suriname. No Brasil são encontradas em florestas caducifólias da Amazônia 
oriental, entre o Cerrado e a Floresta Amazônica e no ecossistema da Mata 
dos Cocais. Com uma área total de ocorrência estimada em 18,5 milhões de 
hectares no país, distribuídas nas regiões Nordeste, Norte e Centro - Oeste, 
entre os estados do Maranhão, Piauí, Ceará, Bahia, Amazônia, Pará, 
Tocantins, Goiás e Minas Gerais (TEIXEIRA, 2008; SANTOS et al., 2013; 
ALMEIDA et al., 2011; PINHEIRO et al., 2012; LÓPEZ et al., 2013; LEITE et al., 
2014; VIEIRA et al., 2011; REIPERT et al., 2011; VINHAL et al., 2014).  
 
Entre os estados brasileiros citados, apenas o Maranhão detém a 
maior ocorrência de babaçuais (como são chamadas as florestas desta 
espécie) ocupando cerca de 90 % da área das florestas secundárias com 10,3 
milhões de hectares (Figura 8) (GERMER, 2013). A espécie predominante no 
estado é a Orbignya phalerata Martius (Arecaceae) a qual tem sido 
amplamente estudada. A concentração desta espécie é mais alta na região dos 
Cocais do estado do Maranhão (BARBOSA  et al., 2012). 
 
42 
 
CAPÍTULO V. Babaçu (Orbignya phalerata Martius) generalidades, importância e aplicações 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
          Figura 8. Palmeira de babaçu Orbignya phalerata 
Martius. Fonte: Autoria própria. 
 
 
O Maranhão é o maior exportador de babaçu para outras regiões do 
país com 92,4 % e detém a maior produção de biomassa. A exploração 
sustentável do babaçu traz benefícios sociais, econômicos e ambientais para a 
região (TEIXEIRA, 2008). A exploração de palmeiras de babaçu é uma 
atividade bem estabelecida e antiga no Brasil. Após a primeira crise do petróleo 
em 1973, o Governo Federal Brasileiro considerou esta palmeira, juntamente 
com a cana de açucar e a mandioca, como possíveis fontes de energia para 
substituir o petróleo importado (TEIXEIRA, 2008). 
 
Um aspecto chave na exploração do babaçu é o sistema de recolha e 
coleta dos frutos. Os frutos são recolhidos manualmente nos babaçuais pela 
população indígena, rural e quilombola. As mulheres são as principais 
responsáveis pela recolha dos frutos e elas quebram o endocarpo usando um 
machado e um forte pedaço de madeira, dessa forma fixam o fruto sobre uma 
lâmina para abri-lo e recuperar as sementes ou amêndoas. Estas são vendidas 
para pequenos comerciantes, os quais vendem para as indústrias de extração 
de óleo (TEIXEIRA, 2008). 
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Esta atividade é uma parte significativa do rendimento financeiro para 
mais de 450 mil famílias camponesas, e também uma fonte econômica no 
Brasil. Estes números variam de acordo com a região e nível de organização 
entre as mulheres. Como exemplo, no Médio Mearin localizado no estado do 
Maranhão, existem os movimentos sociais organizados ou lideranças sindicais 
da agricultura e extrativismo que lutam para garantir os direitos destas 
mulheres para ter acesso às palmeiras em áreas privadas e continuar com o 
extrativismo do babaçu (TEIXEIRA, 2008). 
 
Atualmente existem leis municipais aprovadas (Lei do Babaçu Livre, 
aprovada em 1997) que dão garantia ao livre acesso aos babaçuais que se 
encontram em terras privadas e públicas. Essas leis proíbem as derrrubadas 
dos babaçuais, os cortes dos cachos e o uso de agrotóxicos e/ou herbicidas 
nestas áreas (MARIUZZO, 2013). 
 
Em relação às características agrícolas e morfológicas das palmeiras 
de babaçu, os solos adequados para o seu crescimento são; o latossolo 
vermelho-amarelo, argiloso com textura média e de baixa inclinação para áreas 
planas, também solos vermelho-amarelo podzólicos e solos argilosos com 
textura média em paisagem de baixo-declive (TEIXEIRA, 2008). 
 
A palmeira de babaçu é uma palmeira robusta que pode crescer até 20 
m de altura, com estipe isolado cilíndrico de 25 a 44 cm de diâmetro, possui 7 a 
22 folhas medindo de 4 a 8 m de comprimento (ALMEIDA et al., 2011; VIEIRA 
et al., 2011). O meristema apical é até 70 cm abaixo do nível do solo, tornando-
o mais resistente ao corte (SOLER et al., 2013). 
 
Produz tipicamente de 15 a 25 frutos (cocos) dispostos em cachos, 
produzindo até seis cachos por palmeira (ALMEIDA et al., 2011; REIPERT et 
al., 2011; SOLER et al., 2013). A época e a intensidade da produção dos frutos 
variam com a safra, região e condições meteorológicas vigentes, no entanto, a 
palmeira atinge a maturidade para a produção dos frutos depois de 10 a 12  
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anos, frutificando todo o ano, com pico de produção de Agosto a Janeiro. Com 
uma estimativa de até 10,6 bilhões de toneladas de frutos por ano (VIEIRA et 
al., 2011; ALMEIDA et al., 2011; SOLER et al., 2013). 
 
No Maranhão as épocas de coleta dos frutos compreendem entre os 
meses de Julho a Dezembro e ponto máximo da safra entre os meses de 
Setembro a Novembro. A produção anual de cocos de uma área com 141 a 
160 palmeiras de babaçu por hectare é cerca de 2,5 ton/ano (ALMEIDA et al., 
2011).  
 
Os frutos de babaçu são ovais, elipsoidal e alongado com 11, 3 × 6, 3 
mm de diâmetro, coloração castanha e marrom (quando maduro), pesando 
entre 98 a 280 g, contendo em seu interior 4 a 6 sementes (ou denomindas 
também amêndoas) (REIPERT et al., 2011; SOLER et al., 2013; SANTOS et al, 
2013; ALMEIDA et al., 2011; TEIXEIRA, 2008; OLIVEIRA et al., 2013).  
 
Cada fruto é constituído por quatro componentes: epicarpo (11 % p/p), 
mesocarpo (23 % p/p), endocarpo (59 % p/p) e amêndoa (7 % p/p). O epicarpo 
é formado por fibras resistentes o qual pode ser usado principalmente para a 
fabricação de escovas, papel reciclado. O mesocarpo é muito usado na 
fabricação de alimentos (devido à presença de 20 a 25 % de amido, vitaminas 
e sais minerais), como farinhas ou pó de babaçu e também para a produção de 
álcool metílico e ácido acético. O endocarpo pode ser usado na fabricação de 
isolantes térmicos, bio-joias, alcatrão e carvão. As amêndoas são 
transformadas em óleo bruto e vendidas para indústria de alimentos, 
cosméticos, biocombustíveis e outras, tanto no mercado nacional como 
internacional (VIEIRA et al., 2011; ALMEIDA et al., 2011; SANTOS et al., 2013; 
VINHAL et al., 2014; MARIUZZO, 2013).  
 
Entre os subprodutos citados, merece a atenção à exploração de 
amêndoas para a extração e produção de óleo (VIEIRA et al., 2011). As 
amêndoas são brancas, recobertas por uma película de coloração castanha, 
pesando em média de 3 a 4 g, contém elevado teor de óleo entre 60 a 68 % 
p/p, podendo alcançar até 72 % p/p em condições mais favoráveis da palmeira,  
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óleo este rico em triacilgliceróis (> 60 % p/p). A partir de 140 kg de amêndoas é 
possível extrair aproximadamente 91 litros de óleo, as amêndoas são 
constituídas também por sais minerais (Al, Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Sr e Zn), 
fibras, proteínas e carboidratos (OLIVEIRA et al., 2013; SANTOS et al., 2013). 
 
As exportações brasileiras de amêndoa e de óleo de babaçu têm 
aumentado nos últimos anos, devido às suas aplicações industriais, tais como 
em alimentos, detergentes, biocosméticos e também para a produção de 
biodiesel (SOLER et al., 2013; CINELLI et al., 2014; FERREIRA & COSTA, 
2014).  
 
O óleo de babaçu (O. phalerata Martius) bruto possui coloração 
amarela, quando refinado passa ser visualmente mais claro. Contém um nível 
elevado de ácidos graxos saturados de cadeia média, como exemplo o ácido 
láurico, sendo o mais abundante (40 a 55 % p/p). Este óleo contém uma maior 
concentração de graxos insaturados (10 a 26 % p/p) quando comparado com o 
óleo de coco (Cocos nucifera L.) (6 a 12 % p/p) (REIPERT et al., 2011). 
 
Em relação às propriedades fisico-químicas do óleo de babaçu (O. 
phalerata Martius) o mesmo possui umidade < 1,0 %, índice de refração 1,4488 
± 0,0005 nD
40, índice de ácidos graxos livres de 0,0449 ± 0,0038 %, índice de 
saponificação entre 200,949 a 235,2 mg KOH/óleo(g) (SANTOS, 2009; 
WASULE et al., 2014). Segundo os padrões da ANVISA (1999) o índice de iodo 
(Wijs) deve está compreendido entre 10 – 18, matéria insaponificável (g/100g) 
no máximo 1,2 %, índice de peróxido no máximo 10 (meq/kg) e densidade 
relativa 25oC / 20oC entre 0,914 - 0,917, a mesma ainda define este óleo como 
óleo ou gordura de aplicação comestível.   
 
A composição de ácidos graxos inclui: ácido láurico C12:0 (46,53 % 
p/p), ácido oleico C18:1 (16,51 % p/p), ácido mirístico C14:0 (16,91 % p/p), 
ácido palmítico C16:0 (9,3 % p/p), ácido cáprico C10:0 (3,35 % p/p), ácido 
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caprílico C8:0 (2,65 % p/p), ácido esteárico C18:0 (3,20 % p/p) e ácido linoleico 
C18:2 (1,72 % p/p) (SANTOS et al., 2013). 
 
Conforme estudo realizado por Santos et al., (2013) a composição 
química relacionada ao perfil de ácidos graxos do óleo de babaçu (O. phalerata 
Martius) oriundo de diversas localidades do estado do Maranhão revelou que 
não houve diferença quanto aos tipos de ácidos graxos encontrados entre as 
cidades do estudo. No entanto, dependendo da região ecológica o teor de 
ácidos graxos (% p/p) pode variar. No presente trabalho, os óleos investigados 
são oriundos das regiões ecológicas Cocais e Cerrado Maranhense. 
 
Estudos etnofarmacológicos têm revelado que a administração oral do 
óleo de babaçu é indicada para o tratamento de desordens inflamatórias, dores 
menstruais, obesidade, reumatismo e doenças urinárias. Quanto à 
administração tópica é indicada para o tratamento de feridas cutâneas e outros 
tipos de ulcerações (SOUZA et al., 2011). 
 
Recentemente, o efeito do óleo de babaçu no sistema imunitário foi 
confirmado no trabalho de Pessoa et al., (2015). Microemulsões de óleo de 
babaçu conseguiram ativar os mecanismos funcionais de fagócitos 
mononucleares, ativando o sistema imunitário.  
 
Alguns compostos bioativos podem modular e melhorar a função 
imunológica, o óleo de babaçu microemulsionado apresentou uma ação 
imunoestimulante, os autores relatam que sistemas microemulsionados de óleo 
de babaçu pode ser uma alternativa para futuras aplicações de imunoterapia, 
em especial para doenças infecciosas. A mesma ação imunoestimulante foi 
confirmada pelos pesquisadores Cantarini et al., (2015) quando utilizaram-se 
extratos das folhas de babaçu.  
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Nanocompósitos de óleo de babaçu conseguiram reduzir sintomas do 
trato urinário causados por hiperplasia prostática benigna, conforme estudo 
realizado por Sousa et al., (2013).  Tanto o óleo quanto resíduos oriundos do 
babaçu, tem potencial para ser usado em tratamento de cicatrização de feridas 
e fins terapêuticos (Martins et al., 2006), atividade antinociceptiva, propriedades 
analgésicas e anti-inflamatórias (PINHEIRO et al., 2012). 
 
Segundo Barbosa et al., (2012) o óleo de babaçu (O. phalerata Martius) 
produz efeitos sobre a permeabilidade microvascular na interação leucócito-
endotélio. Possui componentes bioativos antioxidantes (Ferreira et al., 2011), 
permitindo assim quanto ao seu uso para fins alimentícios e entre outras 
finalidades (ALMEIDA, 2001).  
 
Sistemas nanoestruturados para aplicação farmacêutica utilizando óleo 
de babaçu (Orbignya speciosa) foram formulados pelos pesquisadores 
Rodrigues et al., (2015). Apesar do fato do óleo de babaçu, ser um dos óleos 
naturais consumido na alimentação e usado na medicina popular, ele 
permanece quase inexplorado como matéria-prima em nanoformulações com 
potencial antioxidante.  
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• Potencial antioxidante em matrizes alimentares (óleos 
vegetais comestíveis) e método de avaliação por EPR  
 
Antioxidantes são substâncias que funcionam a baixas concentrações 
para evitar a oxidação de um produto altamente reativo (oxidável). Eles podem 
ser naturalmente, tais como; os tocoferóis e o ácido ascórbico (vitamina C) ou 
podem ser antioxidantes sintéticos, tais como, o hidroxianisol butilado (BHA) e 
hidroxitolueno butilado (BHT). Com aumento de relatos sobre os possíveis 
efeitos tóxicos dos antioxidantes sintéticos, há um consciente esforço para 
substituí-los pelos naturais (NAIK et al., 2014; APAK et al., 2013).  
 
Componentes derivados de extratos naturais têm recebido grande 
atenção nas últimas décadas, e mostrando-se promissores devido a várias 
atividades biológicas como; anti-inflamatória, antioxidante, anti-apoptótica e 
entre outras.  Sabe-se que a alimentação exerce uma influência considerável 
sobre a condição fisiológica do corpo humano e é de suma importância 
observar o tipo e a qualidade da nutrição, proporção dos nutrientes, equilíbrio 
alimentar em matéria de proteínas, carboidratos, gorduras, macro e 
oligoelementos e assim por diante (RAHAL et al., 2014; OMENA et al., 2012). 
 
A proteção fornecida por alguns alimentos contra doenças, incluindo 
câncer e doenças cardiovasculares, tem sido atribuída aos diversos 
antioxidantes naturais, contidos nesses alimentos (RAHAL et al., 2014). Há 
provas contundentes para sugerir que as fontes nutricionais antioxidantes, 
como frutas, vegetais, óleos, extratos e vinhos ajudariam a atenuar os danos 
aos tecidos causados por compostos oxidativos (PANDEY & RIZVI, 2010).  
 
Atualmente, existe uma crescente atenção aos antioxidantes naturais 
presentes nas plantas. Muitos compostos antioxidantes são isolados a partir de 
extratos naturais e usados como potenciais antioxidantes em vários segmentos 
da indústria. Devido aos benefícios e propriedades terapêuticas, os extratos 
naturais de algumas plantas e seus derivados (como exemplo, os óleos) têm  
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sido frequentemente incluídos na composição de emulsões e formulações 
farmacêuticas (RAUDONIS et al., 2014). 
 
Produtos naturais in natura contêm maiores quantidades de compostos 
bioativos que apresentam maior atividade antioxidante do que produtos 
minimamente processados, ainda que se trate do mesmo produto alimentar. 
Essas diferenças são decorrentes das condições de tratamento que estes 
alimentos são sujeitos (APAK et al., 2013; GUTTERIDGE & HALLIWELL, 2010; 
RAUDONIS et al., 2014).  
 
Muitos trabalhos científicos recomendam o consumo de vegetais, 
frutas, óleos e cereais que apresentam atividade antioxidante. Encontrar 
produtos naturais com elevada atividade antioxidante é um desafio para muitos 
pesquisadores (APAK et al., 2013). 
 
O uso de óleos e gorduras vegetais está em expansão para aplicações 
alimentares. Devido à crescente demanda, tornou-se necessário explorar mais 
estes recursos quanto suas propriedades nutricionais (ANWAR et al., 2014). O 
óleo vegetal é um macronutriente que fornece energia para o metabolismo e 
atua como uma fonte de ácidos graxos. Nutricionalmente, os ácidos graxos 
desempenham um papel fisiológico significativo e são, assim, reconhecidos na 
prevenção de uma série de doenças metabólicas. No entanto, devido à sua 
natureza química, eles são altamente propensos à degradação oxidativa (NAIK 
et al., 2014). 
 
Os antioxidantes são amplamente utilizados para prevenir a oxidação 
de óleos e gorduras e para prolongar a vida de prateleira destes produtos 
(KOZŁOWSKA et al., 2012). Embora os antioxidantes sejam úteis para impedir 
a oxidação de lipídios, a sua atividade pode variar amplamente dependendo da 
composição do sistema. Ligações de hidrogênio, acessibilidade à camada 
interfacial e interação do surfactante com antioxidantes são considerados 
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parâmetros importantes que determinam a atividade antioxidante em sistemas 
contendo lipídios. O tipo de emulsionante (surfactante) pode influenciar a 
distribuição de moléculas antioxidantes numa emulsão e, assim, contribuir  
também para diminuir a oxidação lipídica das gotículas de óleo (REGE et al., 
2015). 
 
Biomoléculas como proteínas, lipídios e ácidos núcleicos podem ser 
atacadas por radicais livres, entre eles os lipídios são, provavelmente, a classe 
mais suscetível. A degradação oxidativa dos lipídios (peroxidação lipídica) é 
uma reação em cadeia, liberando malonil-dialdeido (MDA) como o produto final 
(KHALIL et al., 2014).  
 
Os radiciais livres possuem um elétron desemparelhado que se 
encontra centrado nos átomos de oxigênio (O) ou nitrogênio (N) e são 
denominadas espécies reativas de oxigênio (ERO) e espécies reativas de 
nitrogênio (ERN), respectivamente.  As ERO são produtos instáveis e 
distribuem-se em 02 grupos (RAHAL et al., 2014):  
 
1. Radicalares: Radical Hidroxila (HO•), Superóxido (O2
•−), Peroxila (ROO•) 
e alcoxila (RO•);  
 
2. Não-radicalares: Oxigênio (O2), peróxido de hidrogênio (H2O2) e ácido 
hipocloroso (HClO).  
 
 
Dentre as ERN incluem-se o óxido nítrico (NO•), óxido nitroso (N2O), 
ácido nitroso (HNO2), nitritos (NO2
−), nitratos (NO3
−) e peroxinitritos (ONOO−). 
Enquanto alguns deles podem ser altamente reativos atacando apenas lipídios, 
outros são reativos comprometendo outras moléculas tais como, proteínas e 
DNA (RAHAL et al., 2014; APAK et al., 2013). 
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Cada célula do corpo humano mantém um estado de equilíbrio entre as 
espécies oxidantes e antioxidantes. Apenas 1 a 3% do consumo de oxigênio 
pelos seres humanos é convertido em espécies reativas de oxigênio (ERO). 
Sob condições normais de metabolismo, a formação contínua de ERO e outros 
radicais livres é importante para as funções fisiológicas normais, como geração 
de Adenosina Trifosfato (ATP), processos catabólicos e os ciclos redox 
celulares. No entanto, quando a produção de radicais livres supera os níveis de 
antioxidantes, pode causar consideráveis danos e/ou morte celular, 
favorecendo ao surgimento de problemas de saúde (RAHAL et al., 2014; 
KHALIL et al., 2014).  
 
Muitos componentes da dieta são capazes de anular os danos 
causados pelas ERO, tais como: vitamina C, tocoferóis (vitamina E), 
carotenóides, polifenóis, etc. Dessa forma, tem sido sugerida a inclusão de 
compostos antioxidantes na dieta.  Em 2007, ingredientes e suplementos 
antioxidantes representaram um mercado de 3,7 bilhões de dólares por ano 
nos Estados Unidos (FINLEY et al., 2011). 
 
Devido à diversidade química dos antioxidantes naturais presentes em 
certos alimentos ou matrizes biológicas, na maioria das vezes torna-se difícil 
separar e quantificar estes compostos. Dessa forma, vários protocolos são 
propostos na expectativa de mensurar a atividade e/ou capacidade antioxidante 
(APAK et al., 2013). 
 
Os termos "atividade antioxidante" e "capacidade antioxidante" têm 
significados diferentes: Atividade antioxidante trata-se da cinética de uma 
reação entre um antioxidante e um oxidante, o qual a molécula antioxidante 
consegue reduzir ou eliminar a concentração de um oxidante. Já a capacidade 
antioxidante refere-se à eficiência de conversão termodinâmica de um oxidante 
por reação com um antioxidante (APAK et al., 2013; GUTTERIDGE & 
HALLIWELL, 2010). 
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Atualmente, muitos métodos analíticos são capazes de determinar a 
atividade e capacidade antioxidante in vitro. Quando se trata de investigar a 
atividade antioxidante de amostras lipofílicas, geralmente as soluções dos 
analitos são preparadas com metanol (MeOH) ou etanol (EtOH) (APAK et al., 
2013). Os procedimentos de ensaios amplamente utilizados para medir a 
atividade antioxidante in vitro, são apresentados na Tabela 3, muitas vezes 
dependem na geração ou captura de radicais livres não biológicos (radicais 
livres sintéticos). Tais ensaios são úteis quando se quer comparar a atividade 
antioxidante in vitro de certas amostras (exemplo, alimentos), contudo 
biologicamente estes resultados não podem ser inteiramente interpretados 
(GUTTERIDGE & HALLIWELL, 2010; APAK et al., 2013). 
 
 
        Tabela 3. Tipos de ensaios para medição da atividade antioxidante.  
Ensaios Radical ou oxidante Princípio de medição 
DMPD DMPD•+ Absorbância (505 nm) 
DPPH DPPH• Absorbância (515 nm) 
FRAP Fe3+ Absorbância (595 nm) 
LDL oxidação Cu2+ Absorbância (234 nm) 
ORAC AAPH• Fluorescência 
PCL O2
•– Quimioluminescência 
TEAC ABTS•+ Absorbância (734 nm) 
TRAP AAPH• Fluorescência 
 
β-Caroteno/ ácido 
linoléico 
9 e 13 -
Hidroperóxidos de 
ácido linoléico 
 
Absorbância (470 nm) 
DMPD: N,N-dimetil-p-fenilenodiamina; DPPH: 2,2-difenil-1-picril-hidrazil; 
FRAP: Poder Antioxidante de Redução do Ferro; LDL: Lipoproteína de 
baixa densidade; ORAC: Capacidade de absorção do radical oxigênio; 
PCL: Quimioluminescência; TEAC: Capacidade antioxidante equivalente; 
TRAP: Radical total – parâmetro de interceptação antioxidante; AAPH•: 
2,2- azobis amidinopropano; ABTS•+: 2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-
ácido sulfônico. Fonte: Adaptada de APAK et al., (2013). 
 
 
Entre os ensaios citados na Tabela 3, no presente trabalho será dada 
ênfase ao ensaio do DPPH. Muitos compostos e extratos de plantas possuem 
atividade antioxidante considerável in vitro em ensaios utilizando o radical 2,2-
difenil-1-picril-hidrazil (DPPH•) (HALLIWELL, 2012). Segundo Sanna et al., 
(2011) o ensaio com o radical DPPH• consiste em um método confiável  
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amplamente aplicado para avaliar a atividade antioxidante especialmente de 
frutas, produtos hortícolas e extratos de plantas.  
 
O radical DPPH• foi descoberto por Goldschmidt e Renn em 1922, e 
consiste numa molécula que apresenta três grupos NO2 ligados no anel 
aromático denominado picril-hidrazila, contendo um elétron desemparelhado 
situado em um átomo de Nitrogênio (N) (Figura 9). Sua fórmula condensada é 
C18H12N5O6 com peso molecular de 394 g.mol
-1, em condição ambiente 
apresenta-se fisicamente no estado sólido de coloração púrpura intensa e 
absorve a 515 nm. Sua principal aplicação é como reagente colorimétrico em 
testes para verificar a ação antioxidante de certos compostos (SOUSA et al., 
2007; TEIXEIRA, 2015; APAK et al., 2013; OLIVEIRA, 2015). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9.  Fórmula estrutural 
do radical livre 2,2-difenil-1-
picril-hidrazil (DPPH•). Fonte: 
Oliveira, (2015). 
 
 
Os radicais livres, por apresentarem um elétron desemparelhado, são 
instáveis e muito reativos, o que resulta em tempo de vida muito pequeno.  No 
caso do DPPH•, observa-se certa estabilidade, que pode ser explicada pelo fato 
de sua estrutura possuir ligações duplas alternadas nos anéis benzênicos, 
favorecendo assim a um efeito de ressonância, muito eficaz para estabilizar a 
carga eletrônica dispersando-a por toda a molécula (Figura 10). Dessa forma, 
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a espécie radicalar DPPH• torna-se mais estável. Além disso, os grupos NO2 
ligados no anel picri-hidrazila auxiliam também na estabilização do elétron 
desemparelhado, descentralizando-o, pois são grupos retiradores de elétrons. 
Esses efeitos eletrônicos associados explicam o fato do DPPH• ser um radical 
livre relativamente estável (TEIXEIRA, 2015; OLIVEIRA, 2015). 
 
 
Figura 10. Mecanismos de estabilização do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil 
(DPPH•) pelo deslocamento do elétron desemparelhado. Fonte: Adaptada de Oliveira, 
(2015). 
 
 
O DPPH• pode agir como um capturador de outros radicais livres ou de 
substâncias neutras capazes de estabilizá-lo. As substâncias com propriedades 
antioxidantes possuem essa capacidade. No teste de captura com DPPH• 
ocorre uma reação de oxi-redução. Por ação de um antioxidante (AH) ou uma 
espécie radicalar, este radical é reduzido formando o difenil-picril-hidrazina 
DPPH2 (Figura 11) de coloração amarela, com consequente desaparecimento 
da absorção, podendo o mesmo ser monitorado pelo decréscimo da 
absorbância. A partir dos resultados obtidos determina-se a porcentagem de 
atividade antioxidante e/ou a porcentagem de DPPH• remanescente no meio 
reacional (SOUSA et al., 2007). 
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Figura 11. Mecanismos da reação entre o radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH•)  e um 
antioxidante (AH) através da transferência de um átomo de hidrogênio. Fonte: Adaptada de 
Oliveira, (2015). 
 
 
A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) corresponde à 
quantidade de DDPH• consumida pelo antioxidante, sendo que a quantidade de 
antioxidante necessária para decrescer a concentração inicial de DDPH• em 
50% é denominada concentração eficiente (CE50), também chamada de 
concentração inibitória (CI50). Quanto maior o consumo de DDPH• por uma 
amostra, menor será a sua CE50 e maior a sua atividade antioxidante (SOUSA 
et al., 2007). 
 
Algumas técnicas usadas para mensurar o DPPH• envolve a 
espectroscopia de ressonância paramagnética eletrônica (EPR) e a Ultravioleta 
Visível (UV-Vis). O Radical DDPH• é paramagnético e é conhecido por gerar 
um espectro EPR complexo (devido à superposição de nove linhas), gerando 
um sinal de cinco linhas com intensidades diferentes conforme demonstrado na 
Figura 12 (SANTOS, 2006). 
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Por possuir dois núcleos de nitrogênio de spin I = 1, a interação do 
elétron com o primeiro núcleo gera três linhas com constante de 0,82 mT. Cada 
uma das três linhas se desdobra em outras três linhas devido a interação com 
o segundo núcleo com constante de 0,97 mT, como a largura da linha é cerca 
de 6,7 G há uma superposição destas nove linhas resultando em um espectro 
complexo de cinco linhas (SANTOS, 2006). Ele pode aceitar um elétron ou um 
átomo de hidrogênio para formar uma molécula estável diamagnético (NAIK et 
al., 2014). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Sinal EPR do radical 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH•). Fonte: Santos, (2006).  
 
 
O princípio básico da espectroscopia EPR é investigar espécies 
químicas com elétrons desemparelhados, submetidas à presença de um forte 
campo magnético. As medições resultam na absorção de radiação 
eletromagnética (micro-ondas) que é então detectado por um espectroscópio 
EPR que converte o sinal de absorção. Assim, as moléculas (radicais livres 
orgânicos ou inorgânicos) que apresentam um comportamento paramagnético 
podem ser identificadas (NAIK et al., 2014).  
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O fator de proporcionalidade (fator-g) é uma constante de 
proporcionalidade, cujo valor é de propriedade do elétron em um determinado 
ambiente. A diferença de energia de um estado de um elétron com s = 1/2 em 
um campo magnético é: (1) ∆E=gβB. Onde β é a constante de Bohr magneton, 
B o campo magnético. Uma vez que a energia absorvida pelo elétron deve ser 
exatamente a mesma da diferença de energia AE, e sabendo-se que AE = hv 
(h é a constante de Planck) e v a frequência, a equação (1) pode ser expressa 
como: (2) hv = gβB (ZHAO, 2015).  
 
O analista pode controlar a frequência (v) de micro-ondas e o campo 
magnético (B) que será aplicado e assim espectros podem ser adquiridos em 
diferentes frequências de micro-ondas. Dessa forma, o valor de g da absorção 
no espectro pode ser obtido pela equação: (3) g = 71.4484.v (em GHz) / B (em 
mT) (ZHAO, 2015). Este valor contém a informação química que se encontra a 
interação do elétron na estrutura eletrônica da molécula, pode-se simplesmente 
tomar o valor de g como uma impressão digital da molécula. Para radicais 
orgânicos, o valor g varia de 1,99 a 2,01. O valor do fator-g não está apenas 
relacionado com o ambiente eletrônico, mas também relacionado com a 
anisotropia. Assim um sinal EPR pode ser utilizado para a identificação e 
quantificação de radicais (NAIK et al., 2014).  
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5. MATERIAL E MÉTODOS 
 
5.1. Desenho Experimental 
 
Na Figura 13 é demonstrado o delineamento experimental da pesquisa.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13.  Desenho Experimental da Pesquisa. O:TE 
(óleo:tensoativo) 
 
 
5.2. Amostras e materiais utilizados 
 
No presente trabalho foram utilizadas amostras de óleos vegetais 
extraídos artesanalmente a partir das sementes do fruto babaçu (O. phalerata 
Martius), oriundos da região nordeste do Brasil das áreas ecológicas Cocais e 
Cerrado do estado do Maranhão. Os óleos foram provenientes dos seguintes 
municípios: Fortuna (FOR) (Latitude S: 05°44’00’’ e Longitude W: 44°09’30’’, 
área de 694,997 km2, clima tropical com estação seca); Caxias (CAX) (Latitude 
S: 04°51’32’’ e Longitude W: 43°21’22’’, área de 5.150,667 km2, clima tropical 
com estação seca) e Santa Quitéria (SQT) (Latitude S: 03°29’59’’ e Longitude 
W: 42° 33’ 54’’, área de 1.917,589 km2, clima tropical com estação seca).  
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Na Tabela 4 encontram-se as especificações dos materiais utilizados 
para a fase dispersa, estes materiais foram escolhidos conforme o valor de 
EHL. Utilizou-se água Milli-Q ultrapura para a fase dispersante. 
 
Tabela 4. Especificações dos materiais utilizados para produção das NEBBS. 
Tensoativos Marca CAS Fórmula Molecular 
Densidade 
g/cm3 
EHL 
Castor Oil (Óleo de 
rícino) 
Sigma 
8001-
79-4 
C57H104O9 0,961 
14 - 
hidrofílico 
Span 80 FlukaAnalytical 
1338-
43-8 
C24H44O6 1,068 
4,3 - 
lipofílico 
Tween 80 POE (20) 
Sorbitanmonooleate 
Sigma Aldrich 
9005-
65-6 
C32H60O10 1,060  
15-
hidrofílico 
KolliphorCremophor Sigma 
61791-
12-6 
C57H104O9(CH2CH2O)n 1,050 
13 - 
hidrofílico 
CAS:Chemical Abstracts Service; EHL: Equilíbrio Hidrofílico Lipofílico; POE:Polioxietileno 
 
 
5.3. Formulação das nanoemulsões (NEBBS) 
 
As nanoemulsões de babaçu NEBBS foram produzidas utilizando-se a 
técnica de emulsificação espontânea com adaptações (SOLANS & SOLÉ, 
2012). O protocolo foi ajustado para os parâmetros físicos relacionados à 
temperatura, tempo de homogeneização, velocidade de rotação, meio 
dispersante. As condições operacionais foram: Temperatura de 
homogeneização (60°C), tempo de homogeneização (10 minutos), velocidade 
de rotação (300 rpm), meio dispersante (Água Ultrapura), sendo que após 
formuladas as mesmas foram armazenadas a temperatura ambiente.  
 
Foram formuladas 06 NEBBS com diferentes concentrações, 
proporções e associações (óleo/tensoativo), conforme dados disponíveis da 
Tabela 5. Calculou-se o valor crítico total do EHL (Equilíbrio Hidrofílico-
Lipofílico) das nanoformulações referente à mistura dos componentes com EHL 
conhecidos, a partir da fórmula proposta por Leal et al., (2013). Para a 
obtenção dessas concentrações foi realizado todo um escalonamento a partir 
de diferentes proporções dos constituintes.  
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Tabela 5. Concentração dos óleos BBS/H2O e proporções das formulações. 
NANOEMULSÃO [BBS] (mg/mL) PROPORÇÕES (m/m) 
NEBBS01  3 4:1:1,66 (BBS
a:TE1:TE2) 
NEBBS02  10 1:4:2 (BBS
b:CO:TE3) 
NEBBS03 10 1:4:2 (BBSa:CO:TE3) 
NEBBS04  10 1:4:2 (BBS
b:CO:TE2) 
NEBBS05  250 4:1:1 (BBS
c:TE1:TE3) 
NEBBS06 125 1:1:1 (BBS
c:TE3:CO) 
[BBS]: Concentração do óleo de babaçu; aÓleo 1 (FOR);bÓleo 2 (CAX); 
cÓleo 3 (SQT); TE1: Tensoativo Span 80; TE2: Tensoativo Tween 80; TE3: 
Tensoativo Cremophor; CO: Castor Oil. 
        
 
5.4. Ensaios de Caracterização e Estabilidade  
 
Os ensaios de caracterização e estabilidade descritos a seguir foram 
realizados nos seguintes locais: Laboratório de Nanobiotecnologia - Instituto de 
Biologia da Universidade de Brasília, Núcleo de Física Aplicada - Instituto de 
Física da Universidade de Brasília e Laboratório de Microscopia do 
Departamento de Biologia Celular da Universidade de Brasília. 
 
 
        5.4.1. Avaliação do Diâmetro Hidrodinâmico (DH nm) das gotículas e 
Índice de Polidispersão-PDI 
 
A determinação do DH das gotículas foi por meio da técnica 
Espalhamento Dinâmico da Luz (Dynamic Light Scattering – DLS) (LIANG et 
al., 2012). Para isso foi utilizado o equipamento Zetasizer Nano Series (modelo 
ZEN3690, Malvern Instruments, Reino Unido). As nanoemulsões (NEBBS) 
foram diluídas na proporção de 1:20 em água ultrapura Milli-Q e transferidas 
para suas respectivas cubetas. As condições operacionais foram:  
 
 Meio Dispersante: Água Ultrapura 
 Temperatura: 25°C 
 Ângulo fixo: 90° 
 Tempo de Equilíbrio: 60 s 
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As leituras do DH (nm) e PDI das NEBBS foram realizadas após 01, 
07, 15, 30, 45, 60, 90 e 120 dias para compreender o estudo de estabilidade 
acelerada.   
 
         5.4.2. Potencial Zeta (ζ) mV 
 
As determinações dos Potenciais Zeta (ζ) das NEBBS foram realizadas 
por meio da técnica espalhamento de luz eletroforético (Kaszuba et al., 2010) 
utilizando o equipamento Zetasizer Nano Series, (modelo ZEN3690, Malvern 
Instruments, Reino Unido). Um laser foi incidido nas amostras e assim foi 
medido o deslocamento doppler na luz espalhada pelas partículas. As 
nanoemulsões (NEBBS) foram diluídas na proporção de 1:20 em água 
ultrapura Milli-Q e transferidas para cubetas específicas com dois eletrodos. As 
condições operacionais foram:  
 
 Meio Dispersante: Água Ultrapura 
 Temperatura: 25°C 
 Modelo: Smoluchowski 
 Célula Zeta (cubeta): DTS1060C 
 
As leituras dos potenciais ζ (mV) das NEBBS foram realizadas após 01, 
07, 15, 30, 45, 60, 90 e 120 dias para compreender o estudo de estabilidade 
acelerada.   
 
5.4.3. Potencial Hidrogeniônico (pH) 
 
O Potencial Hidrogeniônico – pH das NEBBS foi determinado utilizando 
pHmetro de bancada microprocessado, precisão ± 0,01, sensibilidade 99 % 
(modelo NTPHM, Nova Técnica, Brasil) (DORDEVIC et al., 2013). Previamente 
calibrado com as soluções padrões pH 4,0 e pH 7,0. Para isto foram realizadas 
diluições de 1:10 com três determinações de leitura a 25°C. O eletrodo foi 
lavado inicialmente com álcool a 70% e água ultrapura Milli-Q e após o término 
das leituras para cada amostra. As leituras correspondentes ao pH das NEBBS 
foram realizadas nos períodos 01, 07, 15, 30, 45, 60, 90 e 120 dias para 
compreender o estudo de estabilidade acelerada.   
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5.4.4. Ponto Isoelétrico – PI 
 
Para determinação do PI, o protocolo foi ajustado de Tang et al., 
(2012). As NEBBS foram submetidas aos meios: ácido, básico e neutro. Para 
isto foram preparadas soluções de HCl 0,1M e NaOH 0,1M, estas foram 
utilizadas para adição de íons H+ e OH- na água ultrapura respectivamente, até 
a obtenção dos seguintes meios com pHs: 3, 5, 7, 9 e 11. Para verificação do 
pH utilizou-se um pHmetro de bancada microprocessado, resolução ± 0,01 
(modelo NT PHM, Nova Técnica, Brasil). Foram aliquotados 50 µL da 
nanoemulsão em 950 µL do meio, as amostras foram homogeneizadas 
utilizando-se um Vortex e levadas para leitura do Potencial ζ e DH.  
 
 
5.4.5. Teste de Centrifugação 
 
Para o teste de centrifugação, foi utilizado uma Ultra centrífuga (modelo 
Mikro 220R, Hettich Zentrifugen, Alemanha), conforme o seguinte protocolo; as 
NEBBS foram distribuídas em três microtubos de capacidade 2 mL e as 
condições operacionais foram:  
 
 Velocidades de Rotação: 1000, 2500 e 3500 rpm (94, 587, 1150g)  
 Tempo: 15 minutos 
 Temperatura: 25°C 
 
O teste de centrifugação foi realizado após 01, 07, 15, 30, 45 e 60 dias.  
 
5.4.6. Ciclo resfriamento e aquecimento 
 
O protocolo experimental foi adaptado a partir de Bali et al., (2010). 
Para o teste de resfriamento e aquecimento utilizaram-se os seguintes 
equipamentos: Geladeira (modelo RFCT 451, frostfree, BSH Continental ©, 
Brasil) e Estufa (modelo DL-SE, De Leo Equipamentos, Brasil), temperaturas: 
4° e 37,5°C, respectivamente. Foram transferidos 2 mL de nanoemulsão 
(NEBBS) para um tubo de eppendorf e estas foram inicialmente resfriadas por 
24 horas e em seguida aquecidas por 24 horas, perfazendo assim um ciclo. 
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Após o término de cada ciclo foi realizada a leitura do Diâmetro Hidrodinâmico 
(item 5.4.1). Cada amostra foi submetida a 05 ciclos.  
 
5.4.7. Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 
 
O processo de preparação da amostra para visualização dos glóbulos 
presentes na nanoemulsão seguiu conforme protocolo padrão preconizado pelo 
Laboratório de Microscopia da Universidade de Brasília. Foi utilizado um 
Microscópio Eletrônico de Transmissão (modelo JEM-1011 Electron 
Microscope, JEOL Ltda, Japão).  
 
A nanoemulsão foi diluída na proporção de 1:10 (nano:H2O ultrapura) 
homogeneizada e em seguida foi pipetado 3 µL da amostra numa tela de cobre 
de 3 mm de diâmetro recoberta por um filme de Formvar, foi realizada 
contrastação negativa com o reagente tetróxido de ósmio. A amostra foi 
deixada para secagem durante 24 h em temperatura ambiente. A captura da 
imagem foi obtida no aumento de 100x com 80 kv. A análise quantitativa do 
tamanho modal das nanoemulsões foi realizada com a utilização do software 
Image-Pro Plus 5.1 (Media Cybernetics, USA). 
 
5.5. Ensaio in vitro das NEBBS estáveis 
 
5.5.1. Atividade antioxidante in vitro do óleo livre e das NEBBS  
 
O ensaio para a atividade antioxidante in vitro das NEBBS e do óleo 
BBS foi por meio da utilização da Técnica de Espectroscopia de Ressonância 
Paramagnética Eletrônica – RPE ou EPR, técnica esta muito sensível e seletiva 
para detecção de radicais livres. Utilizou-se o reagente 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH•) C18H12N5O6  como radical livre, segundo método adaptado de 
Rufino et al., (2007).  
 
Para isto, foi preparado solução de DPPH• a 250 µM em etanol P.A, 
solução tampão de acetato de sódio a 100 mM pH 5,5, solução de etanol a 
95%, soluções de óleo de babaçu em etanol P. A nas concentrações 1,0; 5,0; 
10,0; 15,0 e 20,0 mg/mL. O branco consistiu nas amostras sem a presença de 
DPPH•. Como referência de um sinal resposta de um antioxidante padrão, 
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foram utilizadas diferentes proporções de DPPH• na presença de ácido 
ascórbico comercial.   
 
A coleta de dados por espectrometria de ressonância paramagnética 
eletrônica foi executada em um equipamento da Bruker Bio Spin, modelo EMX 
Plus, com campo de modulação de 1 G e 100 kHz, a potência das micro-ondas 
foi de 20 mW e freqüência de 9,517604 GHz, com ganho no receptor de 30 dB, 
com espectros de 1200 pontos e tempo de coleta de 0,05 s por ponto com o 
valor final da intensidade obtido  pela média de 4 varreduras entre 3331 G e 
3410.9 G.  A análise dos dados foi realizada no OriginPro 8.5.1 (OriginLab 
Corporation, USA).  No presente projeto os elementos paramagnéticos são as 
moléculas de DPPH•, cuja quantidade é proporcional à amplitude do sinal EPR 
coletado em função do campo magnético.  
 
5.6. Análise estatística 
 
Os dados obtidos foram processados e apresentados por meio de 
gráficos e tabelas. A relação entre as amostras e as variáveis analisadas 
associadas ao estudo da estabilidade são apresentadas por meio de suas 
respectivas médias (x) e desvio padrão (σ), com aplicação da análise de 
variância (ANOVA) para comparação entre grupos e entre tempos, o nível de 
significância adotado foi p<0,001 99,9%. Todo o tratamento estatístico foi 
conduzido por meio do software Graphpad Prism 6 (GraphPad Software, 
California). 
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6. RESULTADOS   
 
    6.1. Avaliação do Diâmetro Hidrodinâmico (nm) das gotículas 
e Índice de Polidispersão – PDI 
 
Conforme os resultados encontrados, para a nanoformulação 
NEBBS01 o Diâmetro Hidrodinâmico - DH das gotículas ficou compreendido 
entre 81,2266 ±0,9058 a 388,3000 ± 40,4458 nm, reduzindo consideravelmente 
conforme o tempo. O PDI ficou compreendido entre 0,2813 ± 0,0020 a 0,6083 ± 
0,0601. A comparação estatística ANOVA da NEBBS01 referente ao DH em 
função do tempo indicou diferença significativa (p<0,001), quando comparados 
o valores de DH do dia 01 aos dias 15, 45, 90 e 120 dias. No entanto, não foi 
observada diferença significativa entre os valores encontrados para o Índice de 
Polidispersão – PDI (Figura 14).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Nanoemulsão a base de óleo de babaçu NEBBS01 (A) Diâmetro 
Hidrodinâmico (DH) e Índice de Polidispersão (PDI) em função do tempo (B) 
Composição percentual dos componentes m/m. (a)BBS-FOR; t: Tempo. 
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Para a nanoformulação NEBBS02 em todos os estágios de tempo, o 
tamanho DH manteve-se < 100 nm, com média máxima obtida em 69,3266 ± 
0,8224 nm e PDI máximo de 0,2836 ± 0,0023. A comparação estatística 
ANOVA da NEBBS02 entre os valores de DH em cada intervalo de tempo 
indicou variação significativa (p<0,001) entres os dias 15, 30, 90 e 120 dias. 
Não foi observada diferença significativa entre os valores encontrados para o 
Índice de Polidispersão – PDI (Figura 15).  
 
 
  
 
 
 
 
Figura 15.  Nanoemulsão a base de óleo de babaçu NEBBS02 (A) Diâmetro 
Hidrodinâmico (DH) e Índice de Polidispersão (PDI) em função do tempo (B) 
Composição percentual dos componentes m/m. (b)BBS-CAX; t: Tempo. 
 
 
Os valores de DH encontrados para a nanoformulação NEBBS03 em 
todos os estágios de tempo também se manteve inferior a 100 nm com média 
máxima equivalente a 61,2733 ± 0,6388 nm e PDI máximo de 0,2573 ± 0,0066. 
A comparação estatística ANOVA da NEBBS03 do DH em função do tempo de 
armazenamento indicou variação significativa (p<0,001) somente para o dia 30. 
Não foi observada diferença significativa entre os valores encontrados para o 
Índice de Polidispersão – PDI (Figura 16). A ANOVA mostrou ainda que a 
nanoformulação NEBBS03 foi a que menos sofreu variação de tamanho em 
função do tempo de armazenamento, mantendo-se consideravelmente estável.  
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Figura 16.  Nanoemulsão a base de óleo de babaçu NEBBS03 (A) Diâmetro 
Hidrodinâmico (DH) e Índice de Polidispersão (PDI) em função do tempo (B) 
Composição percentual dos componentes m/m. (a)BBS-FOR; t: Tempo. 
 
A nanoformulação NEBBS04 apresentou variações bruscas de 
tamanho em função do tempo, sendo as médias máximas obtidas para o DH de 
211,5000 ± 1,6462 nm e PDI de 0,5123 ± 0,0102. A comparação estatística 
ANOVA entre os valores de DH em função do tempo de armazenamento 
acusou variação significativa (p<0,001) para a maioria dos intervalos de tempo 
estudados. No entanto, não foi observada diferença significativa entre os 
valores encontrados para o Índice de Polidispersão – PDI (Figura 17). 
 
Para a nanoformulação NEBBS05 observaram-se oscilações no 
aumento do DH em função do tempo de armazenamento, semelhantemente 
quando comparada estatisticamente com a nanoformulação NEBBS04, 
contudo, os valores de DH encontrados foram inferiores a 100 nm, com médias 
máximas encontradas de 67,5100 ± 0,5031 nm e PDI 0,5400 ± 0,0115. Entre 
os resultados encontrados para o Índice de Polidispersão – PDI, a análise 
estatística não acusou diferença significativa para a nanoformulação NEBBS05 
(Figura 18).  
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Figura 17.  Nanoemulsão a base de óleo de babaçu NEBBS04 (A) Diâmetro 
Hidrodinâmico (DH) e Índice de Polidispersão (PDI) em função do tempo (B) 
Composição percentual dos componentes m/m. (b)BBS-CAX; t: Tempo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. Nanoemulsão a base de óleo de babaçu NEBBS05 (A) Diâmetro 
Hidrodinâmico (DH) e Índice de Polidispersão (PDI) em função do tempo (B) 
Composição percentual dos componentes m/m. (C)BBS-SQT; t: Tempo. 
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Na Figura 19 são apresentados os valores de DH e PDI encontrados 
para a nanoformulação NEBBS06, as médias máximas encontradas para o DH 
e PDI foram; 83,9433 ± 4,8325 nm e 0,6526 ± 0,1677, respectivamente. A 
comparação estatística ANOVA entre os valores de DH em função do tempo de 
armazenamento acusou variação significativa (p<0,001) até 45 dias, no entanto 
o tamanho das gotículas manteve-se estável após este período até ao 
fechamento do intervalo de 120 dias. Não foi observada diferença significativa 
entre os valores encontrados de PDI para a nanoformulação NEBBS06.  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19.  Nanoemulsão a base de óleo de babaçu NEBBS06 (A) Diâmetro 
Hidrodinâmico (DH) e Índice de Polidispersão (PDI) em função do tempo (B) 
Composição percentual das fases m/m. (C)BBS-SQT; t: Tempo. 
 
 
A comparação entre as nanoformulações mostram que as 
nanoemulsões NEBBS01 e NEBBS04 apresentaram DH (nm) superiores 
quando comparadas com as demais e considerando-se o limite superior de 
tamanho para o Diâmetro Hidrodinâmico (< 100 nm), as mesmas ultrapassam 
esta faixa. As demais nanoemulsões NEBBS02, NEBBS03, NEBBS05 e 
NEBBS06 conseguiram permanecer com um DH inferior a 100 nm ao decorrer 
do tempo de armazenamento de 120 dias.  
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No entanto, somente a nanoemulsão NEBBS03 apresentou 
estatisticamente menores variações de tamanho DH (nm), conferindo a ela 
estabilidade em função do tempo. A comparação dos resultados encontrados 
para o PDI, entre as nanoformulações estudadas não mostrou diferença 
significativa em relação ao tempo de armazenamento.  
 
O valor crítico total do EHL (Equilíbrio Hidrofílico-Lipofílico) das 
nanoformulações referente à mistura dos componentes com EHL conhecidos, 
foram calculados utilizando a equação 1, deduzida a partir da fórmula proposta 
por Leal et al., (2013). A equação 1 utilizada no presente estudo trata-se: EHLT 
= 1/100 (EHLa x a%) + (EHLb x b%)n(EHLn x n%). Onde os elementos 
algébricos (a, b... n) representam os componentes com EHL conhecidos 
presentes na formulação.  
 
Os resultados teóricos encontrados referentes ao valor crítico total do 
Equilíbrio Hidrofílico-Lipofílico dos componentes presentes nas 
nanoformulações estão disponíveis na Figura 20. Nota-se que o maior e o 
menor valor de EHL correspondem às nanoemulsões NEBBS04 e NEBBS05, 
respectivamente.  
 
 
 
 
   
 
 
 
Figura 20. Valor total do Equilíbrio Hidrofílico-
Lipofílico (EHL) entre os componentes presentes nas 
nanoformulações.   
 
Estes resultados são importantes, pois permitem estimar o tipo de 
comportamento esperado entre os grupamentos hidrófilos e lipofílicos das 
moléculas anfifílicas presentes nas nanoformulações, as quais se posicionam 
entre as fases aquosa e oleosa. Estes grupamentos são responsáveis pela 
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formação da película interfacial que diminui a tensão interfacial (λ) entre as 
duas fases, contribuindo assim para estabilizar o sistema. 
 
 6.2. Potencial Zeta (ζ ) mV e Potencial Hidrogeniônico (pH) 
 
Os resultados do Potencial ζ (mV) encontrados para a nanoformulação 
NEBBS01 encontram-se disponíveis na Figura 21. A maior média encontrada 
foi de -34,9667 ± 0,4496 mV após analisada no tempo de 60 dias. A 
comparação estatística ANOVA, considerando p<0,001, acusou diferenças 
significativas entre os valores de Potencial Zeta (PZ) ao decorrer do tempo.  
 
Figura 21.  Potencial Zeta ζ (mV) e pH em função do tempo 
para a nanoemulsão NEBBS01. PZ: Potencial Zeta; t: Tempo. 
 
 
Para a nanoformulação NEBBS02 a maior média encontrada de 
Potencial ζ foi de -11,5667 ± 1,8517 mV oscilando após 15, 30 e 45 dias 
(Figura 22). As nanoemulsões NEBBS03 e NEBBS04 apresentaram médias 
máximas de Potencial ζ -8,0566 ± 0,0543 mV e -15,5667 ± 0,7408 mV, 
respectivamente. Não foi possível observar variações bruscas de Potencial ζ 
para a nanoformulação NEBBS03 (Figura 23), no entanto, para a 
nanoformulação NEBBS04 (Figura 24) houve variação significativa de 
Potencial ζ (p<0,001) em função do tempo.  
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Figura 22.  Potencial Zeta ζ (mV) e pH em função do 
tempo para a nanoemulsão NEBBS02. PZ: Potencial Zeta; 
t: Tempo. 
 
 
 
 
 
Figura 23.  Potencial Zeta ζ (mV) e pH em função do 
tempo para a nanoemulsão NEBBS03. PZ: Potencial Zeta; 
t: Tempo. 
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Figura 24.  Potencial Zeta ζ (mV) e pH em função do 
tempo para a nanoemulsão NEBBS04. PZ: Potencial 
Zeta; t: Tempo. 
 
 
A Figura 25 apresenta os valores encontrados de Potencial ζ para a 
nanoemulsão NEBBS05. A média máxima encontrada de Potencial ζ foi -
30,9667 ± 0,6018 mV. Foi possível observar oscilações nos valores referentes 
ao Potencial ζ ao longo do tempo.  Já na Figura 26 são apresentados os 
valores de Potencial ζ para a nanoemulsão NEBBS06, com média máxima 
encontrada de -9,8566 ± 0,1497mV.  
 
Dos resultados encontrados para o Potencial ζ (mV) foi possível 
observar que para todas as nanoemulsões analisadas as mesmas 
apresentaram valores negativos de ζ (Zeta). Estes dados eletrocinéticos 
apontam a magnitude da carga da camada elétrica (predominantemente 
negativa) e confirmam a natureza coloidal das nanoemulsões de babaçu, como 
um coloide positivo e sua atmosfera carregada negativamente.  
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Figura 25.  Potencial Zeta ζ (mV) e pH em função do tempo 
para a nanoemulsão NEBBS05.PZ: Potencial Zeta; t: 
Tempo. 
 
 
 
Figura 26.  Potencial Zeta ζ (mV) e pH em função do tempo 
para a nanoemulsão NEBBS06.PZ: Potencial Zeta; t: 
Tempo. 
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Quanto à faixa geral de pH das nanoemulsões de babaçu em função 
do tempo, ficou compreendida entre  5,0 a 7,78. Foi possivel obter 
nanoemulsões de babaçu de natureza levemente ácida e neutra. A 
nanoemulsão NEBBS03 foi a que apresentou valores de pH estáveis até 120 
dias (Figura 23). A Análise de Variança – ANOVA acusou que não houve 
diferenças significativas entre os valores de pH das nanoemulsões de babaçu  
em função do tempo. 
 
6.3. Ponto Isoelétrico – PI 
 
A direta influência do pH sobre o potencial ζ das partículas em um 
sistema coloidal pode ser verificado a partir de dados do Ponto Isoelétrico - PI. 
Dos resultados encontrados neste trabalho para o Ponto Isoelétrico foi 
observado que, quando as nanoemulsões de babaçu estão em meio ácido 
(pH=3,0) as mesmas tendem apresentar um valor nulo de potencial ζ (0 mV) 
(Figura 27). À medida que o pH do meio aumentava, notou-se que os valores 
de potenciais ζ aumentavam também no sentido negativo.  
 
No presente trabalho, também foi verificada a influência do pH do meio 
sobre o tamanho (Diâmetro Hidrodinâmico) e PDI. Entre as nanoemulsões 
estudadas, as nanoemulsões NEBBS01 e NEBBS04 apresentaram médias de 
DH > 100 nm, as demais apresentaram médias de DH inferior 100 nm, após 
analisadas no período de 48h e 30 dias (Figura 28).  
 
Já para os resultados encontrados em relação ao PDI, a nanoemulsão 
NEBBS06 apresentou médias de PDI acima de 0,40 apresentando oscilações, 
conforme variação de pH. As demais apresentaram médias inferiores a 0,40 
após analisadas no período de 48h e 30 dias (Figura 29). Foi observado que 
as nanoemulsões NEBBS02 e NEBBS03 não apresentaram oscilações nas 
médias encontradas para o DH (nm) e PDI, conforme mudança de pH do meio 
quando analisadas no período de 48h e 30 dias.   
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Figura 27.  Investigação do pH sobre o Potencial ζ nas nanoemulsões a 
base de óleo de babaçu analisadas. PI:Ponto Isoelétrico.  
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Figura 28. Diâmetro Hidrodinâmico – DH (nm) das 
nanoemulsões a base de óleo de babaçu 
dependente do pH. (A) após 48 horas (B) após 30 
dias.  
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Figura 29. Valores do PDI em função do pH para as 
nanoemulsões a base de óleo de babaçu. (A) após 48 
horas (B) após 30 dias.  
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    6.4. Teste de Centrifugação 
 
Os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram que as 
nanoemulsões NEBBS01 e NEBBS04 apresentaram sinais levemente de 
separação de fases, quando submetidas a um campo centrífugo (94, 587, 1150 
g) o que não foi observado para as demais nanoemulsões NEBBS02, 
NEBBS03, NEBBS05 e NEBBS06, que continuaram estáveis, sem sinais de 
separação de fases, após analisadas no período de 60 dias (Figura 30). 
 
 
Figura 30.  Dados relacionados ao processo de centrifugação 
para as nanoemulsões a base de óleo de babaçu. (SF) Separação 
de Fases; (N) Normal.  
 
 
6.5. Ciclos de resfriamento e aquecimento  
 
Em relação aos ensaios de resfriamento e aquecimento foi verificado o 
Diâmetro Hidrodinâmico e PDI das nanoemulsões NEBBS02 e NEBBS03 
quando submetidas a 05 ciclos de resfriamento (4°C) e aquecimento (37,5°C).  
Os resultados obtidos apontam variação em relação ao DH (nm) e PDI para 
nanoemulsão NEBBS02, quando comparada a nanoformulação NEBBS03 
(Tabela 06). Para os valores encontrados de PDI, foram observadas diferenças 
significativas (p<0,001) entre as médias encontradas (Figura 31).  
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Figura 31.  Dados relacionados aos Índices de 
Polidispersão – PDI das NEBBS submetidas ao 
processo de resfriamento (4°C) e aquecimento 
(37,5°C). (R) Resfriamento (A) Aquecimento.  
     
 
 
 
 
 
Tabela 06. Dados do Diâmetro Hidrodinâmico (DH) das 
NEBBS submetidas aos ciclos de resfriamento e 
aquecimento. 
Ciclos 
4°C – 37,5°C 
NEBBS02 NEBBS03 
DH ± SD DH ± SD 
01 151,120 ± 2,038 127,546 ± 0,877 
02 69,840 ± 0,104 63,534 ± 0,273 
03 52,694 ± 0,531 62,680 ± 0,334 
04 419,934 ± 78,422* 61,734 ± 0,850 
05 45,694 ± 0,559 61,280 ± 0,600 
SD: Desvio Padrão 
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6.6. Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 
 
Para a caracterização qualitativa nanoscópica da morfologia das 
gotículas presente nas nanoemulsões por meio de Microscopia Eletrônica de 
Transmissão, foi eleita a nanoemulsão NEBBS03 em razão de sua estabilidade 
cinética em comparação com as demais. As imagens MET para a 
nanoformulação NEBBS03 são apresentadas na Figura 32. 
 
 
 
Figura 32. Fotomicrografias (MET) nanoemulsão NEBBS03 BBS [10 mg/mL]. 
Imagens obtidas no Laboratório de Microscopia do Departamento de Biologia 
Celular da Universidade de Brasília, Brasil. 
 
 
Com base na Figura 32 morfologicamente as gotículas presentes na 
nanoformulação NEBBS03 mostraram-se esféricas, superfície elétron-densas, 
algumas apresentando núcleos oleosos maiores, distribuição e interface 
definida, sem a presença de protuberâncias na superfície. A análise 
quantitativa do diâmetro de 522 partículas acusou tamanho médio de 23,7121 ± 
8,6733 nm. Com uma maior frequência de partículas no tamanho de 27 nm, 
conforme demostrado na curva de distribuição de frequência do diâmetro das 
partículas (Figura 33). Em comparação com a média obtida dos tamanhos em 
DLS.  
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Figura 33. Curva de distribuição do tamanho (nm) das partículas presentes 
na nanoformulação NEBBS03. (A) Dados obtidos por Microscopia Eletrônica 
de Transmissão (MET). (B) Dados obtidos por Difração Dinâmica da Luz 
(DLS). Fr (%): Frequência Relativa em percentual; DH: Diâmetro 
Hidrodinâmico. 
 
 
 
 
 
A 
B 
83 
 
 
6.7. Atividade antioxidante in vitro do óleo livre e das NEBBS  
 
Os resultados obtidos para avaliar o efeito antioxidante do óleo de 
babaçu nanoestruturado e do óleo livre foram avaliados quanto a sua ação 
antioxidante para reduzir radicais livres de DPPH•, utilizando-se a 
Espectroscopia de Ressonância Paramagnética Eletrônica (EPR). Para o teste 
EPR foram selecionadas as nanoemulsões NEBBS02 e NEBBS03 previamente 
caracterizadas. A Figura 34 apresenta o espectro experimental obtido do 
radical DPPH• na concentração de 0,25 mM/EtOH. Observam-se 05 linhas EPR 
que podem ser explicadas devido à interação do elétron desemparelhado com 
dois núcleos de nitrogênio (N).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 34.  Espectro experimental EPR obtido do radical 
2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH•) concentração 0,25 
mM. 
 
Quando um elétron desemparelhado interage com um núcleo, o 
número de linhas EPR é 2I+1. No caso de DPPH• o elétron desemparelhado 
interage com dois núcleos de nitrogênio (N) e o número de linhas EPR é obtida 
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pela equação: 2NiI+1. Sabendo-se que I=1 e Ni a quantidade de núcleos 
equivalentes, matematicamente chega-se ao resultado cinco.  
 
A Figura 35 (A) apresenta os espectros obtidos das nanoformulações 
NEBBS02 e NEBBS03 na presença de DPPH• e a Figura 35 (B) o sinal obtido 
para as nanoformulações NEBBS02 e NEBBS03 sem a presença de radicais 
de DPPH•. Comparando-se as interposições dos picos é possível perceber na 
Figura 35 (A) que as formulações apresentaram um efeito antioxidante quando 
submetidas à presença de um radical livre, verificado pela diminuição da 
amplitude e da intensidade do sinal do DPPH•.  
 
Já a Figura 35 (B) representa uma particularidade de um sinal EPR 
não detectado. Dessa forma, estes resultados indicam uma ação antioxidante 
das nanoformulações NEBBS02 e NEBBS03 quando submetidas à presença 
de um radical livre.  
 
 
 
 
Figura 35 (A) 
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Figura 35.  Espectros experimentais EPR obtidos para as 
nanoformulações NEBBS02 e NEBBS03 contendo 10 
mg/mL de óleo de babaçu, respectivamente. (A) Na 
presença de DPPH• 0,25 mM; (B) Sem a presença de 
DPPH•.  
 
 
 
Simulou-se também o espectro EPR para óleo de babaçu livre com 
concentração de 10 mg/mL na presença de 0,25 mM de DPPH• conforme 
demonstrado na Figura 36. Essa concentração de óleo é a mesma contida nas 
composições das nanoformulações NEBBS02 e NEBBS03 anteriormente 
avaliadas. Observa-se notoriamente que óleo livre de babaçu apresentou uma 
ação antioxidante na presença do radical DPPH•, ação está verificada 
novamente pela diminuição da amplitude e intensidade do sinal do DPPH•.  
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Figura 36.  Espectro experimental EPR obtido 
para óleo de babaçu livre na presença do 
radical DPPH• concentração 0,25mM. 
 
 
Comparou-se também a ação antioxidante das amostras; óleo de 
babaçu livre em diferentes concentrações e as nanoemulsões com um controle 
antioxidante padrão (ácido ascórbico comercial), na presença do radical livre 
DPPH• estes resultados estão apresentados na Figura 37. As concentrações 
utilizadas para o óleo de babaçu foram: 1,0 mg/mL; 5,0 mg/mL; 10,0 mg/mL; 
15,0 mg/mL e 20,0 mg/mL.  
 
Observa-se que para as maiores concentrações de ácido ascórbico: 
0,125 mM e 0,062 mM foram suficientes para diminuir significativamente a 
intensidade do DPPH•, dessa forma inativando-o. Similarmente este fato é 
observado para as concentrações do óleo livre de babaçu, onde a menor 
concentração 1,0 mg/mL de óleo registrou-se uma menor diminuição da 
intensidade do sinal de DPPH• em comparação com as demais concentrações. 
A Figura 37 revela ainda que a condição do óleo no estado nanoestrurado 
apresentou melhor ação antioxidante quando comparada ao estado livre.  
 
  
3340 3360 3380 3400 3420 3440
-0,20
-0,15
-0,10
-0,05
0,00
0,05
0,10
In
te
n
si
d
ad
e 
(u
.a
)
B (G)
 [BBS 10 mg/mL]
 DPPH
87 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 37. Dados integrados do potencial antioxidante obtidos 
por EPR das amostras de ácido ascórbico, óleo de babaçu e 
nanoemulsões de babaçu na presença de DPPH•. Legenda: 
Ac. Asc.: Ácido ascórbico, concentrações: (Ac.Asc:DPPH), 1:1 
(0,1250mM:0,1250mM); 1:3 (0,0625mM:0,1875mM); 1:5 
(0,0416mM:0,2083mM); 1:7,5 (0,0294mM:0,2205mM); 1:10 
(0,0227mM:0,2272mM); 1:20 (0,0119mM:0,2380mM); 1:35 
(0,0069mM:0,2430mM); 1:50 (0,0049mM:0,2450mM); 1:75 
(0,0032mM: 0,2467mM); 1:100 (0,0024mM:0,2475mM). A1: 1,0 
mg/mL; B1: 5,0 mg/mL; C1: 10,0 mg/mL; D1: 15,0 mg/mL e E1: 
20,0 mg/mL. NEIIA: NEBBS03; NEIA: NEBBS02.  
 
 
 
Com base nos resultados acima, determinou-se a concentração efetiva 
(CE50%) correspondente à quantidade de antioxidante necessária para 
diminuir ou reduzir a concentração inicial do radical DPPH• em 50 %, conforme 
demonstrado na Figura 38, considerando o ácido ascórbico como controle. Os 
resultados obtidos demonstram que a CE50% Ácido Ascórbico=0,1956 mg/mL. 
Com base nesse valor foi possível estabelecer uma concentração 
correspondente da atividade antioxidante para a seguinte nanoemulsão 
NEBBS02, cujo valor encontrado foi de 0, 4329 mg/mL. Esta concentração tem 
mesmo efeito que uma concentração de 0,1956  mg/mL de vitamina C. 
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Figura 38. Curva dose resposta CE50% da atividade 
antioxidante dos compostos ácido ascórbico, óleo de 
babaçu e nanoemulsões de babaçu. Legenda: NEIA: 
NEBBS02.   
 
Com a finalidade de determinar a área da superfície esférica das 
gotículas de óleo de babaçu in natura livre, foi obtida a curva de distribuição 
das partículas (gotículas) do óleo de babaçu in natura disperso em EtOH, 
conforme demonstrado na Figura 39. Os resultados obtidos demonstram 
gotículas de óleo no formato esférico, com ampla faixa de tamanho. Sabendo 
que geometricamente a área da superfície esférica é representada pela 
equação: Se=4πR
2, calculou-se a área da superfície esférica para o óleo livre 
cujo resultado foi Se= 218.928.650 nm2. Esse valor aumenta 102 X quando a 
partícula é reduzida de 1µm para 10 nm e o número de partículas por peso 
aumenta 106 X.  
Figura 39. Dispersão das gotículas do óleo de babaçu livre. (A) em EtOH; (B) Curva 
de distribuição das gotículas.  
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7. DISCUSSÃO  
 
7.1. Avaliação do Diâmetro Hidrodinâmico (nm) das 
gotículas e Índice de Polidispersão – PDI 
 
Conforme a classificação proposta por Anton & Vandamme (2011), 
nanoemulsões consistem em gotículas muito pequenas de emulsão, 
comumente gotículas de óleo disperso em água apresentando diâmetros 
hidrodinâmicos menores ~ 300 nm. Para McClements (2012b), uma 
nanoemulsão oléo em água (O/A) apresenta um dos líquidos dispersos em 
pequenas gotas esféricas cujo tamanho é < 100 nm. Já em relação ao Índice 
de Polidispersão – PDI, para os autores Izquierdo et al., (2005) valores de PDI 
próximos a 0,2 indicam uma distribuição monomodal.  
 
No presente trabalho, levando em consideração os conceitos descritos 
no parágrafo anterior, com exceção da nanoemulsão NEBBS01, as demais 
nanoemulsões (NEBBS02, NEBBS03, NEBBS04, NEBBS05 e NEBBS06) 
encontram-se dentro da classificação proposta por Anton & Vandamme (2011). 
Destas somente as nanoemulsões NEBBS02, NEBBS03, NEBBS05 e 
NEBBS06 estão de acordo com a classificação proposta por McClements 
(2012a), as quais apresentaram valores de DH < 100 nm.  
 
Visto que diferentes concentrações de óleo e surfactantes foram 
combinadas para cada nanoemulsão, este estudo mostra que é possível haver 
diferenças de DH (nm) em função do tempo de armazenamento. Esta variação 
pode estar relacionada ao efeito da concentração dos surfactantes, pois as 
nanoemulsões que apresentaram pequenas variações de DH (nm) foram 
aquelas, cuja composição de surfactante foi em torno de 57,00 % (m/m) na 
composição total da nanoformulação, ou seja, nanoformulações contendo óleo 
de babaçu apresentam melhor estabilidade de DH (nm) considerando-se um 
percentual de surfactante acima de 57,00 % (m/m).  
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Para Raio & McClements (2012), as moléculas de sufactantes são 
comumente usadas para facilitar a formação e melhorar a estabilidade das 
dispersões coloidais. Os mesmos autores estudaram as características de 
dispersões coloidais a base de óleo de limão e utilizaram surfactantes não 
iônicos hidrófilicos, isto é, aqueles que apresentam um elevado EHL. Além 
disso, investigaram também o efeito da solubilização do óleo de limão em 
soluções mistas de surfactantes para a formação de nanoemulsão e 
microemulsão. Os resultados dos autores supracitados apontaram que as 
nanoemulsões e microemulsões mantiveram-se estáveis quando formuladas 
utilizando-se concentrações de surfactante (Tween 80) ≥ 75 e ≥ 50 % p/p, 
respectivamente. 
 
Estes resultados mostram a utilização de quantidades relativamente 
altas de surfactantes para formação de nanoemulsões. No presente trabalho, 
as concentrações de surfactantes (especificamente Tween 80) utilizadas para 
formular nanoemulsões de óleo de babaçu foram inferiores em comparação às 
dos referidos autores.   
 
Os pesquisadores Shafiq-un-Nabi et al., (2007), observaram em seu 
estudo que o tamanho das gotas de nanoemulsões contendo óleo de rícino 
sofre influência de tamanho quando se trabalha com uma proporção 
consideravelmente maior de óleo presente nas formulações. Desta forma, os 
autores destacam que o surfactante escolhido deve ser capaz de reduzir a 
tensão interfacial e auxiliar o processo de dispersão do óleo durante a 
preparação da nanoemulsão e apresentar caráter lipofílico adequado para 
prever a curvatura correta na região interfacial entre a fase oleosa e aquosa, 
seja a nanoemulsão tipo óleo (O)/água (A), água(A) /óleo (O) ou bicontínua. 
 
No presente trabalho, o aumento da concentração de óleo de babaçu 
presente nas nanoformulações NEBBS05 e NEBBS06 favoreceu para uma 
redução do DH das gotículas de óleo de babaçu dispersas na nanoemulsão. 
Esse fenômeno deve estar associado à mistura do óleo BBS com tensoativos 
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que apresentavam distintos valores de EHL, o qual contribuiu para a obtenção 
de valores de DH (nm) menores.    
 
Sistemas nanoestruturados contendo óleo comercial de babaçu 
(Orbignya speciosa) foram formulados pelos pesquisadores Rodrigues et al., 
(2015). A análise do DH (nm) revelou gotículas com médias de DH de 107,4 ± 
1,2 nm e médias de índice de polidispersão de 0,255 ± 0,008. Entre as quinze 
nanoemulsões de babaçu formuladas pelos pesquisadores, treze apresentaram 
médias de DH (nm) das gotículas abaixo de 200 nm, após 07 dias de 
manipulação.  
 
Estes resultados não estão distantes dos encontrados no presente 
trabalho, a nanoestruturação do óleo artesanal de babaçu (Orbignya phalerata 
Martius) apresentou médias estáveis de DH (nm) inferior a 100 nm.  A 
estabilização das NEBBS se dá principalmente pela estabilização estérica 
promovida pelas moléculas de surfactantes. Em relação aos valores de PDI foi 
possível observar estatisticamente que o tempo de armazenamento não exerce 
influência na modificação do PDI ao longo de 120 dias de armazenamento a 
temperatura ambiente. Os dados apontam nanoemulsões contendo óleo de 
babaçu (Orbignya phalerata Martius) como sistemas de baixa 
polidispersividade.  
 
7.2. Potencial Zeta (ζ ) mV e Potencial Hidrogeniônico (pH) 
 
Conforme Bali et al., (2010), o Potencial ζ está relacionado com a 
estabilidade das dispersões coloidais, indicando repulsão entre partículas 
adjacentes carregadas igualmente numa dispersão. Para moléculas pequenas, 
um Potencial ζ alto pode conferir estabilidade quanto à resistência da dispersão 
à agregação. 
 
Tang et al., (2012) perceberam em seu estudo que gotículas oleosas 
(estabilizadas com Cremophor EL) apresentavam uma carga positiva de zeta ζ 
(~0,8mV), observaram também que o potencial zeta aumentava gradualmente 
no sentido negativo à medida que o pH subia (para aproximadamente 9), os 
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mesmos autores do trabalho verificaram que emulsificantes não iônicos 
conseguiam reduzir a magnitude do Potencial ζ da suspensão em uma 
determinada faixa de pH. 
 
O estudo desenvolvido pelos pesquisadores Salvia-Trujillo et al., (2015) 
mostrou que nanoemulsões contendo óleos essenciais estabilizadas com 
Tween 80 na  concentração de 1% p/p apresentavam valores negativos de PZ 
na faixa de - 30 mV. Para os autores, valores negativos altos de Potencial ζ 
(acima de - 30 mV) indicam uma forte repulsão eletrostática das gotículas de 
óleo dispersas na fase aquosa. Ressaltam ainda que, tratando-se de 
nanoemulsões os valores de PZ podem sofrer influência em relação ao tipo de 
óleo utilizado e o mecanismo utilizado de formação das nanoemulsões.  
 
Considerando os resultados dos referidos autores reportados nos 
parágrafos anteriores, os resultados dos Potenciais ζ não estão muito distantes 
dos encontrados no presente trabalho. No entanto, as nanoemulsões de 
babaçu estabilizadas com Tween 80 e Span 80 foram as que mais sofreram 
variações ao decorrer do tempo, em comparação às nanoemulsões 
estabilizadas com cremophor.  
 
Comparando os resultados encontrados de pH das nanoemulsões de 
babaçu (NEBBS) 5 a 7,7 com dados recentes disponíveis na literatura, os 
mesmos não estão distantes dos resultados reportados pelos pesquisadores 
Azeem et al., (2009); Almeida et al., (2010); Ghosh et al.,(2013b); Dordevic et 
al., (2013); Junior et al., (2013); Khurana et al., (2013) e Sugumar et al., (2014). 
 
O valor do pH constitui um parâmetro importante para a estabilidade do 
sistema, pois um decréscimo significativo do pH (abaixo de 4,0) indica a 
ocorrência de hidrólise de lipídeos (especificamente os triglicerídeos) em 
ácidos graxos livres (R-COOH) no núcleo oleoso da nanoemulsão. Este 
parâmetro constitui ainda um indicativo de controle de qualidade que reflete 
quanto às condições de armazenamento e processamento das formulações 
(MASMOUDI et al., 2005; JUNIOR et al., 2013; BRUXEL at al., 2012). No 
presente trabalho, a análise estatística dos valores encontrados de pH mostrou 
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que as nanoemulsões de babaçu não sofreram variações de pH em relação ao 
tempo de armazenamento.  
 
7.3. Ponto Isoelétrico – PI 
 
Para Honary & Zahir (2013) um valor isoelétrico de pH = 5,0 ou pHs 
ácidos, significa que dentro do ambiente aquoso os íons (H+) tentam neutralizar 
as cargas negativas dominantes presentes na superfície da nanopartícula, 
fazendo assim com que se atinja um estado de equílibrio entre as cargas 
positivas e negativas, resultando em potencial ζ nulo. 
 
No trabalho dos pesquisadores Tang et al., (2012) o PI em que a 
nanoemulsão apresentou carga nula, foi com valor de pH = 2,54 a mudança do 
pH do meio não alterou o DH (nm) das gotas de óleo dispersas na 
nananoemulsão. Estes resultados não estão distantes dos encontrados no 
presente trabalho, onde se observaram que o PZ aproximava-se de zero 
quando as nanoemulsões de babaçu eram expostas ao meio com pH = 3,0.  
 
Os resultados reportados por He et al., (2011) também confirmaram 
que os Potenciais ζ variam conforme o pH do meio, seus resultados mostraram 
que houve variação do Potencial ζ de – 33 mV para - 43 mV; -39 mV para - 50 
mV e -52 mV para -73 mV, quando houve um aumento do pH do meio de 7 
para 10. Observaram também que não houve influência do pH sobre o 
tamanho das partículas bem como para o PDI nas nanoemulsões. Os 
pesquisadores ressaltam que o aumento do pH do meio conduziu para uma 
melhor estabilidade do Potencial ζ das nanoemulsões.  
 
Uma importante função do ponto isoelétrico é avaliar se a estabilidade 
é dada pela repulsão eletrostática ou pela repulsão estérica. Pode-se observar 
que a partir do teste de PI as nanoemulsões quando expostas em pHs 
extremos, elas se mantiveram estáveis, o que indica que a estabilização das 
gotículas de óleo de babaçu não é por repulsão eletrostática. Isso constitui um 
ponto positivo, pois favorece esse veículo (NEBBS) para uma aplicação 
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gastrointestinal, que inclui pHs ácidos no estômago, porém básicos no 
intestino.  
 
7.4. Teste de Centrifugação 
 
Os ensaios de estabilidade termodinâmica, tais como o teste de 
centrifugação, permite verificar sinais de coalescência e/ou separação de 
fases, indicando assim possíveis sinais de instabilidade do sistema. Conforme 
Mishra et al., (2014) a coalescência das gotículas de óleos ocorre devido à 
tensão superficial e as atrações intermoleculares. Para Jaiswal et al., (2014) a 
separação de fase é favorecida quando há adição de algum surfactante na fase 
oleosa ou aquosa, o qual em uma destas fases não é miscível, temperatura 
elevada, presença de micro-organismos entre outros. 
 
Os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram que as 
nanoemulsões NEBBS01 e NEBBS04 não passaram no teste de centrifugação, 
sendo assim as mesmas não prosseguiram para as próximas etapas de 
caracterização. Considerando os resultados obtidos em relação às etapas 
anteriores de caracterização as nanoemulsões de babaçu NEBBS05 e 
NEBBS06, não foram submetidas aos demais testes de estabilidade. Dessa 
forma, a nanoformulação NEBBS02 prosseguiu para o teste de resfriamento e 
aquecimento e avaliação do potencial antioxidante e a nanoformulação 
NEBBS03 para o teste o teste de resfriamento e aquecimento, Microscopia 
Eletrônica de Transmissão - MET e avaliação do potencial antioxidante.  
 
7.5. Ciclos de resfriamento e aquecimento 
 
Para Bali et al., (2010) o teste de resfriamento e aquecimento ou gela-
degela consiste em um estudo termodinâmico de estabilidade. Em seu trabalho 
este teste foi usado para verificar qualitativamente o efeito das variações de 
temperaturas sobre a estabilidade de nanoemulsões. Eles realizaram 06 ciclos, 
armazenando as nanoemulsões as temperaturas de 4°C e 40°C durante um 
período de 48h. Seus resultados indicaram a estabilidade das formulações e 
não houve alterações significativas nos parâmetros físicos DH (nm) e PDI. 
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Ghosh et al., (2013b) caracterizaram nanoemulsões a base de óleo 
essencial extraído da planta Ocimum basilicum (manjericão). Eles verificaram 
que o armazenamento das nanoformulações nas temperaturas de 4ºC e 25 °C 
não revelou sinais de instabilidade.  
 
Os pesquisadores Saranya et al., (2012) avaliaram nanoemulsões 
contendo óleo de eucalipto e verificaram que nanoemulsões contendo 25 % v/v 
de óleo de eucalipto, apresenta boa estabilidade física, quando submetidas a 
06 ciclos nas temperaturas de 4°C e 45°C.  
 
Os resultados dos referidos autores descritos anteriormente, não estão 
distantes dos resultados encontrados no presente trabalho. A avaliação 
macroscópica qualitativa das nanoemulsões de babaçu (Orbignya phalerata 
Martius) NEBBS02 e NEBBS03 não sofreram alterações quanto aos aspectos 
físicos (cor, fluidez, ausência de precipitados, separação de fases) quando 
submetidas a 05 ciclos nas temperaturas de 4°C e 37,5°C por 24h, avaliadas 
em cinco dias consecutivos. 
 
Contudo, os resultados obtidos apontaram variações em relação ao DH 
(nm) e PDI para nanoemulsão NEBBS02, quando submetida às condições de 
armazenamento, nas temperaturas 4°C e 37,5°C, diferentemente do PDI 
quando comparadas as condições de armazenamento a temperatura ambiente 
(item 6.1. pág. 66).  Isso sugere que para esta formulação, a preservação da 
estabilidade do PDI é garantida quando armazenada a temperatura ambiente, 
pois não foram observadas alterações do PDI quando submetida a esta 
condição.  
 
Para a nanoformulação NEBBS03 não foi verificado sinais bruscos de 
instabilidade quando submetidas às temperaturas 4°C e 37,5°C e 
concomitantemente a temperatura ambiente (item 6.1. pág. 67), o que sugere 
que a mesma pode ser armazenada a longos períodos a temperatura ambiente 
e submetidas ao resfriamento e aquecimento por cinco dias consecutivos, sem 
comprometer sua estabilidade física.  
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7.6. Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 
 
Trabalhos disponíveis na literatura ressaltam a natureza morfológica de 
nanoemulsões contendo óleos vegetais para o formato esférico, como pode ser 
verificado no trabalho publicado pelos pesquisadores Ghosh et al., (2013b). 
Seus resultados MET demonstraram gotículas esféricas na faixa de 20-50 nm. 
Outro estudo realizado foi o trabalho desenvolvido pelos pesquisadores Liang 
et al., (2012), os quais formularam nanoemulsões contendo  óleo de hortelã-
pimenta e triacilglicerol de cadeia média. Os resultados de microscopia óptica 
acusaram gotículas esféricas bem distríbuidas.   
 
No presente trabalho, as fotomicrografias obtidas quanto ao aspecto 
morfológico das gotículas confirmam com os dados da literatura (Ghosh et al., 
2013b; Liang et al., 2012) que ressaltam a natureza esférica das gotículas.  Os 
resultados apontam ainda que as nanogotículas presentes na nanorformulação 
de babaçu (NEBBS03) mantiveram-se bem distribuídas não sofrendo influência 
dos solventes utilizados quanto à preparação da amostra e fornece uma 
informação importante quanto à eficácia do tensoativo utilizado para estabilizar 
as gotículas de óleo.   
 
Os dados quantitativos obtidos do tamanho das partículas em MET 
apontaram partículas menores em comparação com os dados obtidos pela 
técnica DLS, isso foi possível observar pela curva de distribuição do tamanho 
representada na Figura 33. Conforme Silva et al., (2012) o MET pode ser 
utilizado para confirmar o diâmetro das gotículas de óleo. Dessa forma, a 
nanoformulação NEBBS03 contendo óleo de babaçu (Orbignya phalerata 
Martius) foi morfologicamente caracterizada.  
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7.7. Atividade antioxidante in vitro do óleo livre e das 
NEBBS  
 
A espectroscopia de ressonância paramagnética eletrônica EPR, 
consiste numa técnica de alta sensibilidade na detecção de radicais livres, por 
essa razão vem sendo aplicada em estudos de estabilidade oxidativa e 
atividade antioxidante. Dessa forma, moléculas classificadas paramagnéticas 
são identificadas gerando um sinal EPR padrão. O grande diferencial desta 
técnica de avaliação é a sua alta sensibilidade, fator que fica prejudicado nas 
avaliações antioxidantes colorimétricas tradicionais. Mais especificamente na 
avaliação de potencial oxidante de óleos vegetais, que possuem algum tipo de 
sinal de absorbância, os ensaios colorimétricos podem ficar comprometidos, 
produzindo erros de análise. 
 
O radical livre DPPH• é um composto paramagnético e bastante 
utilizado em ensaios para avaliar atividade antioxidante. Conforme Naik et al. 
(2014) a detecção do radical livre DPPH• por EPR em extratos oleosos 
antioxidantes resulta na obtenção de um espectro complexo que reduz a 
intensidade do sinal padrão. Para Pereira (2008) o radical DPPH• consiste em 
um radical estável e pode ser reduzido em meio alcoólico, quando em contato 
com uma substância antioxidante doadora de hidrogênio.  
 
No presente trabalho, o sinal experimental EPR obtido para o radical 
livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH•) apresentado na Figura 34 (pág. 83), 
está de acordo quando comparados com outros espectros disponíveis na 
literatura, como pode ser verificado na Figura 12 (pág. 56), dados de Santos 
(2006). E corrobora com as afirmações de Naik et al., (2014) e Pereira (2008). 
Com base na hipótese que a ação antioxidante do óleo de babaçu pode ser 
melhorada a partir da nanoestruturação do óleo, os resultados encontrados no 
presente trabalho demonstraram que para o óleo de babaçu in natura na forma 
nanoestrurado a ação antioxidante foi maior quando comparado ao óleo de 
babaçu no seu estado bruto, conforme demonstrado na Figura 35 (A) (pág. 84) 
e Figura 36 (pág. 86), respectivamente.  
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Segundo Budilarto & Kamal-Eldin, (2015) os componentes menores 
(tais como; fosfolipídios, tocoferóis, trocotrienois e outros) presentes nos óleos 
vegetais, extraídos principalmente das palmáceas são anfifílicos e 
permanecem ativos na superfície de uma emulsão. O aumento do efeito 
antioxidante do óleo de babaçu presente nas nanoemulsões investigadas no 
presente estudo pode estar relacionado com o aumento da área de superfície. 
 
Com a diminuição do tamanho das gotículas de óleo de babaçu para 
escala nanométrica, aumentam-se a área de superfície, e consequentemente o 
número de partículas por unidade de peso, com isso algumas propriedades 
originais do óleo no estado bruto podem sofrer modificações. Dessa forma, 
acredita-se que as moléculas antioxidantes presentes no óleo de babaçu 
melhoram sua solubilidade, visto que esta é uma propriedade que se modifica 
na escala nanométrica.  
 
Foi constatado ainda quanto a preservação lipídica do óleo de babaçu 
contida nas nanoformulações NEBBS02 e NEBBS03, uma vez que não foi 
gerado sinal EPR para estas formulações quando analisadas no seu estado 
puro, o que demonstra a inexistência de moléculas que apresentam e- 
desemparelhado em sua composição ou degradação oxidativa.  
 
Conforme Santos et al., (2013) o óleo de babaçu (Orbignya phalerata 
Martius) é um produto constituído por mais de 60% de triacilgliceróis, com uma 
alta concentração de ácidos graxos saturados. Estes ácidos graxos contêm 
somente ligações do tipo sp3 carbono-carbono e são os menos reativos 
quimicamente, o que faz com que óleos ou gorduras que contêm quantidades 
apreciáveis de unidades de ácidos graxos saturados sejam mais estáveis 
diante de um processo degradativo ou rancidez autoxidativa (JORGE, 2009).  
 
Alguns óleos vegetais comestíveis são descritos na literatura quanto 
suas propriedades antioxidantes, como demonstrado nas referências 
Kozłowska et al., (2012) (óleo de milho e óleo de soja); Naik et al., (2014) (óleo 
de agrião) os pesquisadores avaliaram os efeitos antioxidantes de extratos 
etanólicos destes óleos, medindo sua capacidade de eliminar radicais livres 
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DPPH• usando espectroscopia de ressonância paramagnética eletrônica (EPR). 
Seus resultados demonstraram um aumento significativo da estabilidade 
oxidativa e potencial antioxidante para os óleos de milho e soja quando 
comparados ao antioxidante sintético BHA (amplamente utilizado na indústria 
de alimentos). Para o óleo de agrião a concentração de óleo foi decisiva para 
predizer a estabilidade oxidativa e a eficiência antioxidante.  
 
No presente trabalho também foi utilizado um antioxidante padrão 
amplamente conhecido com a finalidade de comparar a atividade antioxidante 
com as amostras analisadas. Os resultados indicaram que a nanoemulsão de 
babaçu NEBBS02 apresentou uma concentração efetiva de 0,4329 mg/mL 
correspondente a uma concentração igual de vitamina C.  
 
Foi verificado que concentrações baixas de óleo de babaçu in natura 
nanoestruturado possuem uma maior ação antioxidante. De acordo com os 
autores Naik et al., (2014) e Apak et al., (2013) os antioxidantes são 
substâncias que funcionam a baixas concentrações para retardar ou inibir 
significativamente a oxidação do substrato. Para Jorge (2009) na seleção de 
antioxidantes, são desejáveis as seguintes concentrações (0,001 a 0,01%).  
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8. CONCLUSÃO 
 
 
 
 Conforme os resultados obtidos, foi possível produzir nanoemulsões a 
base de óleo de babaçu (Orbignya phalerata Martius) 
macroscopicamente e nanoscopicamente estáveis com diâmetro 
hidrodinâmico (DH) entre 50 a 100 nm e com baixa polidispersividade 
apresentando característica química levemente ácida a neutra, com 
carga das gotículas predominantemente positiva e formato esférico.  
 
 A análise do potencial antioxidante in vitro por EPR confirmou a hipótese 
do efeito maior para o óleo de babaçu in natura no estado 
nanoestruturado. A partir destas afirmações, a nanoestruturação do óleo 
de babaçu (Orbignya phalerata Martius), oriundo das cidades de Fortuna 
e Caxias do estado do Maranhão apresentam ação antioxidante, sendo 
assim um produto promissor quanto sua aplicação na nanotecnologia de 
alimentos, contribuindo assim para um melhor consumo deste produto. 
 
 Foi produzido um nanosistema de entrega com potencial antioxidante, 
contendo óleo de babaçu (Orbignya phalerata Martius). 
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